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T h e w o r k s u b m i t t e d i n t h i s t h e s i s h a s n o t b e e n p r e v i o u s l y s u b m i t t e d f o r a
d e g r e e o r d i p l o m a a t a n y o t h e r t e r t i a r y e d u c a t i o n a l i n s t i t u t i o n . T o t h e b e s t o f
m y k n o w l e d g e a n d b e l i e f , t h e i n f o r m a t i o n i n t h i s t h e s i s c o n t a i n s n o m a t e r i a l
p r e v i o u s l y p u b l i s h e d o r w r i t t e n b y a n y o t h e r p e r s o n e x c e p t w h e r e d u e r e f e r e n c e
i s m a d e .
S i g n e d
D a t e d
K o m a n K w o k - M a n T a m
f J h k 4 - f d e i / .
900Zaun!'U!.la:Juv;)a:J!IOu-I.l0lfSv01a[llvqS!lfISO/OlfM
guaJgunlfJ'w.vL
&r/JJ#!
apuni1:w.01palv:J!papS!S!salflS!lfL
---_.-_.._--_..•_--------
A b s t r a c t
A B S T R A C T
i i i
B r e a s t c a n c e r i s t h e m o s t c o m m o n l y d i a g n o s e d c a n c e r a m o n g w o m e n i n
d e v e l o p e d c o u n t r i e s . T h e f u n c t i o n o f t h e b r e a s t i s l a c t a t i o n d u r i n g p r e g n a n c y a n d
b r e a s t - f e e d i n g . T h e d u c t s a n d t h e l o b u l e s a r e t h e m a j o r s i t e s w h e r e b r e a s t c a n c e r
d e v e l o p s . T h e c u r r e n t s t a n d a r d s c r e e n i n g t e s t f o r b r e a s t c a n c e r i s t h e t r i p l e
a s s e s s m e n t , w h i c h i s a c o m b i n a t i o n o f a m e d i c a l e x a m i n a t i o n , a n X - r a y
m a m m o g r a m a n d a f i n e - n e e d l e a s p i r a t i o n b i o p s y . H o w e v e r , m a m m o g r a m s l a c k
s e n s i t i v i t y a n d c a n n o t d e t e c t c a n c e r i n w o m e n u n d e r t h e a g e o f 5 0 d u e t o c o n s t a n t
c h a n g e s i n b r e a s t p h y s i o l o g y d u r i n g t h e m e n s t r u a l c y c l e . I n a d d i t i o n , p a t h o l o g y i s
s U b j e c t i v e a n d o f t e n l e a d s t o m a n y f a l s e p o s i t i v e a n d n e g a t i v e r e s u l t s . A l t e r n a t i v e
s c r e e n i n g t e c h n i q u e s , s u c h a s c o m p u t e d t o m o g r a p h y a n d m a g n e t i c r e s o n a n c e
s p e c t r o s c o p y a n d i m a g i n g , a r e b e c o m i n g m o r e f r e q u e n t l y u s e d .
I n f r a r e d ( I R ) a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i e s a l l o w i n v e s t i g a t i o n o f s a m p l e s a t a
m o l e c u l a r l e v e l a n d p r o v i d e d i a g n o s t i c i n f o r m a t i o n , w h i c h c a n b e u s e d t o
d i f f e r e n t i a t e b r e a s t d i s e a s e s . T h e p r i m a r y g o a l i n t h i s r e s e a r c h w a s t o d e v e l o p a
c o m m o n m e t h o d o l o g y t h a t c o u l d b e r o u t i n e l y u s e d i n h i s t o p a t h o l o g y a n d v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p y . T h i s t h e s i s i s d i v i d e d i n t o t h r e e p a r t s : o p t i m i s a t i o n , d i f f e r e n t i a t i o n
a n d c h a r a c t e r i s a t i o n . O n e h u n d r e d b r e a s t s a m p l e s ( 4 3 b e n i g n , 7 i n - s i t u
c a r c i n o m a s , 4 7 m a l i g n a n t a n d 3 p a t h o l o g i c a l l y u n c l a s s i f i e d ) w e r e o b t a i n e d f r o m
r o u t i n e n e e d l e o r s u r g i c a l b i o p s i e s w i t h e t h i c s a p p r o v a l s . T h e s a m p l e s w e r e s t o r e d
i n P B S / D
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0 , a n a l y s e d s p e c t r o s c o p i c a l l y e i t h e r a s ' b u l k ' b i o p s i e s o r a s t h i n s e c t i o n s
( c r y o s e c t i o n s o r f o r m a l i n - f i x e d p a r a f f i n - e m b e d d e d ( F F P E ) s e c t i o n s ) , a n d e x a m i n e d
b y a p a t h o l o g i s t .
T o o p t i m i s e t h e s a m p l i n g t e c h n i q u e s f o r I R a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i e s ,
t i s s u e f i x a t i o n , p r o c e s s i n g , a n d s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s c o m m o n l y u s e d i n t h e
s t a n d a r d p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s w e r e i n v e s t i g a t e d . C r y o s e c t i o n s w e r e s h o w n t o b e
t h e p r e f e r r e d s a m p l i n g t e c h n i q u e s f o r i m m e d i a t e s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s , w h e r e a s
f o r a r c h i v a l a n a l y s i s , f o r m a l i n - f i x e d t h e n c r y o s e c t i o n e d s a m p l e s w e r e t h e p r e f e r r e d
s a m p l i n g o p t i o n . H o w e v e r , a r c h i v e d s a m p l e s a r e n o r m a l l y p r e s e r v e d i n f o r m a l i n
a n d m o u n t e d i n p a r a f f i n b l o c k s . B o t h I R a n d R a m a n s p e c t r a o f t h e d e p a r a f f i n i s e d
F F P E s e c t i o n s d e m o n s t r a t e d t h a t t h e s t a n d a r d d e p a r a f f i n i s a t i o n p r o t o c o l w a s
i n a d e q u a t e .
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A c h a r a c t e r i s t i c o f c a n c e r i s c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n , w h i c h m a y i n v a d e t h e
s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s o r m e t a s t a s i s e . S p e c t r o s c o p i c a l l y , t h e p r o l i f e r a t i o n
r e s u l t s i n a n e l e v a t e d i n t e n s i t i e s o f I R a n d R a m a n b a n d s i n t h e 1 7 0 D - 1 0 0 0 c m -
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( f i n g e r p r i n t ) r e g i o n , w h i c h a r e a t t r i b u t a b l e t o p r o t e i n s , n u c l e i c a c i d s , a n d t o a l e s s e r
e x t e n t , l i p i d s . B y c o m p a r i n g t h e s e b a n d s , b e n i g n , i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d
m a l i g n a n t s e c t i o n s w e r e d i s t i n g u i s h e d u s i n g s i n g l e - p o i n t I R m i c r o s p e c t r o s c o p y .
P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s ( P C A ) a n d h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( H C A ) ,
d i s t i n g u i s h e d t h e I R s p e c t r a o f v a r i o u s b r e a s t c o n d i t i o n s w i t h o v e r a l l s e n s i t i v i t y a n d
s p e c i f i c i t y o f 9 0 a n d 8 8 p e r c e n t , r e s p e c t i v e l y . S a m p l e s w i t h o u t p r i o r k n o w l e d g e o f
d i s e a s e s t a t e s w e r e c l a s s i f i e d a s b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s , w h i c h w e r e c o r r e l a t e d
t o t h e h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s .
C h a r a c t e r i s a t i o n o f s p e c i f i c b r e a s t d i s e a s e s s u c h a s d u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u
( D C I S ) a n d l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u ( L C I S ) a r e i m p o r t a n t t o m e d i c a l d i a g n o s i s
s i n c e b o t h c o n d i t i o n s h a v e a h i g h c h a n c e o f d e v e l o p i n g i n t o i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r .
B y c o m b i n i n g i n f r a r e d i m a g i n g w i t h m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , t h e m a j o r
c e l l u l a r c o m p o n e n t s o f a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S w e r e i d e n t i f i e d . R a m a n
i m a g i n g w a s u s e d t o c h a r a c t e r i s e a s m a l l L C I S l e s i o n u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n . T h e r e s u l t i n g i m a g e s i d e n t i f i e d t h e n u c l e i a n d t h e n u c l e o l i o f t h e t u m o u r
c e l l s w i t h i n a l o b u l e . M i c r o - c a l c i f i c a t i o n i s a n o t h e r i m p o r t a n t i n d i c a t o r o f c a n c e r ,
w h i c h i s u s u a l l y d i f f i c u l t t o s e e o n a m a m m o g r a m . A T y p e 1 1 m i c r o - c a l c i f i c a t i o n
( c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e ) w a s i d e n t i f i e d i n t h e R a m a n s p e c t r u m o f a n i n v a s i v e
d u c t a l c a r c i n o m a l e s i o n . I m a g e s b a s e d o n a t 1 0 4 4 a n d 9 6 1 c m -
1
b a n d s i l l u s t r a t e d
t h a t t h e c a l c i f i c a t i o n w a s d e n s e r i n t h e c e n t r e a n d g r a d u a l l y d e c r e a s e s i n
c o n c e n t r a t i o n i n t h e o u t e r r e g i o n .
A p r e l i m i n a r y s t u d y u s i n g s y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n b a s e d i n f r a r e d ( S R - F T l R )
s p e c t r o s c o p y m a p p e d a b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e , D C I S a n d I D C s e c t i o n s . T h e
r e s u l t i n g m a p s d i s p l a y e d t h e d i s t r i b u t i o n o f d i a g n o s t i c I R b a n d s a s c r i b a b l e t o
p r o t e i n s , l i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s , a n d w e r e h i g h l y c o r r e l a t e d t o t h e a r e a s o f
p a r t i c u l a r i n t e r e s t i n e a c h l e s i o n .
K e y w o r d s : b r e a s t c a n c e r , h i s t o p a t h o l o g y , i n f r a r e d s p e c t r o s c o p y , i m a g i n g , s y n c h r o t r o n
r a d i a t i o n , R a m a n s p e c t r o s c o p y , s a m p l e o p t i m i s a t i o n , m i c r o - c a l c i f i c a t i o n , p r i n c i p a l
c o m p o n e n t a n a l y s i s , k - m e a n s , f u z z y c - m e a n s , h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s
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I ' d l i k e t o e x p r e s s m y g r a t i t u d e t o t h r e e g r o u p s o f c o l l e a g u e s f r o m : ( 1 ) S c h o o l o f
C h e m i s t r y i n c l u d i n g m y s u p e r v i s o r s P r o f . P e t e r L a y , A s s o c . P r o f . R o b e r t A r m s t r o n g ,
a n d D r . E l i z a b e t h C a r t e r ; ( 2 ) T h e I n s t i t u t e f o r M a g n e t i c R e s o n a n c e R e s e a r c h i n c l u d i n g
D r . C a r o l y n M o u n t f o r d , P r o f . P e t e r R u s s e l l , D r . S u s a n D o w d a n d D r . R o g e r B o u r n e ;
a n d ( 3 ) D e p a r t m e n t o f H i s t o p a t h o l o g y i n c l u d i n g D r . J a n e R a d f o r d a n d B a r b a r a
H e r n a n d e z . W i t h o u t t h e i r s u p p o r t i n t h e p a s t f e w y e a r s , I c o u l d n o t h a v e a n y
c o n f i d e n c e o n h o w t o f i x , s e c t i o n , s t a i n t h e t i s s u e s e c t i o n s , t u r n t h e l a s e r o n a n d p o i n t ,
m a p , i m a g e , a n d r u n a n y e x p e r i m e n t s ! T h i s r e s e a r c h w a s s u p p o r t e d b y a g r a n t f r o m
T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y , C a n c e r R e s e a r c h F u n d a n d b y t h e A u s t r a l i a n S y n c h r o t r o n
R e s e a r c h P r o g r a m , w h i c h i s f u n d e d b y t h e C o m m o n w e a l t h o f A u s t r a l i a u n d e r t h e
M a j o r N a t i o n a l R e s e a r c h F a c i l i t i e s P r o g r a m .
A b i g t h a n k y o u t o a l l e s p e c i a l l y L i z , g u i d i n g m e t h r o u g h d i f f e r e n t c o f f e e b r e a k s
I c o u l d e s c a p e f r o m t h e V S F . T h e r e a r e a l s o a l i s t o f p e o p l e I m e t t h r o u g h o u t t h e y e a r s
i n c l u d i n g L i z ' s o f f i c e m a t e - D r . C r a i g M a r s h a l l a n d t h e i r b e l o v e d ' d a u g h t e r ' D r . C a n d a c e
C o y l e f r o m T h e U n i v e r s i t y o f T e x a s , S a n A n t o n i o . O n e m o r e o f t h e v i b r a t i o n a l ' l a s e r '
f a m i l y , D r . A n n e R i c h . M y r e s e a r c h g r o u p m e m b e r s i n c l u d i n g D r . T o n y B o n i n , D r .
H u g h H a r r i s a n d I r m a , t h e y a r e s i m p l y t h e b e s t t o c o m p l e m e n t m y a n x i e t y g o i n g
t h r o u g h t h e p r o c e s s o f w r i t i n g !
F a m i l y , u n f o r t u n a t e l y , i s m y m a j o r s u p p o r t i n g c a s t s a n d s p o n s o r s i n m y 1 0
1 h
a c a d e m i c y e a r i n T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y s i n c e m y B S c ( H o n s ) b a c k t o l a s t c e n t u r y .
A s t h e y h a v e l i m i t e d E n g l i s h l i t e r a c y , s o I h a v e t o e x p r e s s t h e f o l l o W i n g p a r a g r a p h i n
C h i n e s e .
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F i n a l l y , I ' d l i k e t o t h a n k L e o F u n n e l l a n d h i s f a m i l y m e m b e r s f o r t h e i r u n l i m i t e d
s u p p o r t i n t h e p a s t y e a r s a l l t h e w a y f r o m B a t h u r s t t o P o r t S t e p h e n s . L e o , t h a n k y o u
f o r a l l y o u r s p i r i t u a l a n d e m o t i o n a l s u p p o r t t o s h a r e w i t h m e .
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x l i i
F i g u r e 1 . 1 .
F i g u r e 1 . 2 .
F i g u r e 1 . 3 .
F i g u r e 1 . 4 .
F i g u r e 1 . 5 .
F i g u r e 1 . 6 .
F i g u r e 1 . 7 .
F i g u r e 1 . 8 .
F i g u r e 1 . 9 .
F i g u r e 1 . 1 0 .
F i g u r e 1 . 1 1 .
F i g u r e 1 . 1 2 .
H u m a n f e m a l e b r e a s t s t r u c t u r e s a n d a n i l l u s t r a t i o n o f t h e f o u r
q u a d r a n t s U O : u p p e r - o u t e r ; U I : u p p e r - i n n e r ; L O : l o w e r - o u t e r a n d L 1 :
l o w e r - i n n e r a n d t h e c e n t r a l a r e a ( C A ) .
I l l u s t r a t i o n o f a n a c i n u s , a m i l k p r o d u c t i o n u n i t i n l o b u l e s .
B r e a s t c a n c e r i n c i d e n c e r a t e i n A u s t r a l i a f r o m 1 9 8 3 t o 2 0 0 1 .
S c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f t r i p l e a s s e s s m e n t p r o c e d u r e u s e d f o r b r e a s t
s c r e e n i n g .
I n - v i t r o ' H M R S c o m p a r i s o n o f : ( A ) a b e n i g n b r e a s t l e s i o n ; a n d ( B ) a
m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n , s h o w i n g t h e m a j o r d i f f e r e n c e s i n c h o l i n e ( C h o )
a n d c r e a t i n e ( C r ) l e v e l s . L a c : l a c t a t e .
1 H M R s p e c t r a o f l e s i o n s w i t h h i g h a d i p o s e c o n t e n t m a s k i n g t h e
d i a g n o s t i c b a n d s o f c h o l i n e a n d c r e a t i n e : ( A ) b e n i g n ; a n d ( B ) m a l i g n a n t
b r e a s t l e s i o n s .
S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n s o f : ( A ) i n f r a r e d a b s o r p t i o n ; ( B ) R a y l e i g h
s c a t t e r i n g ; ( C ) S t o k e s R a m a n s c a t t e r i n g ; ( D ) a n t i - S t o k e s R a m a n
s c a t t e r i n g ; ( E ) r e s o n a n c e R a m a n s c a t t e r i n g ; a n d ( F ) f l u o r e s c e n c e . T h e
n u m b e r s 0 - 2 r e p r e s e n t d i f f e r e n t v i b r a t i o n a l l e v e l s ( v v ' . ) w i t h i n e a c h
e l e c t r o n i c s t a t e .
M o l e c u l a r v i b r a t i o n a l m o d e s : s t r e t c h i n g ( t o p ) a n d b e n d i n g ( b o t t o m ) .
S c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f a n a t t e n u a t e d t o t a l r e f l e c t a n c e c e l l .
F o c a l - p l a n e a r r a y F T I R i m a g i n g t e c h n i q u e s h o w i n g m u l t i p l e g r i d s .
E a c h g r i d r e p r e s e n t s a n i m a g e o f t h e a b s o r b a n c e s o f t h e s a m p l e a t a
p a r t i c u l a r w a v e n u m b e r . T h e s p e c t r u m o f a p o i n t o n t h e s a m p l e i s
r e p r e s e n t e d b y t h e l i n e o f a p a r t i c u l a r p i x e l t h r o u g h a l l t h e g r i d s . I R
i m a g e s c a n b e c o n s t r u c t e d b a s e d o n t h e i n t e n s i t y , a r e a , o r r e l a t i v e
d i a g n o s t i c b a n d r a l i o s , r e s u l t i n g i n a f u n c t i o n a l g r o u p m a p s h o w i n g t h e
d i s t r i b u t i o n o f s p e c i f i c b a n d ( s ) o f i n t e r e s t o n t h e s a m p l e .
P l o t o f s c o r e s o f P C 2 v s . P C 1 s h o w i n g d i f f e r e n t g r o u p s i n s p e c i f i c
c o l o u r s .
A d e n d r o g r a m f o r s i x c i t i e s l o c a t e d i n t h e w o r l d b a s e d o n t h e d i s t a n c e
d i f f e r e n c e : ( 1 ) H o n g K o n g ; ( 2 ) S y d n e y ; ( 3 ) M e l b o u r n e ; ( 4 ) B r i s b a n e ; ( 5 )
N e w Y o r k ; a n d ( 6 ) P a r i s .
2
3
5
7
1 6
1 6
1 8
2 0
2 4
2 6
4 0
4 3
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 2 . 1 .
F i g u r e 2 . 2 .
F i g u r e 2 . 3 .
F i g u r e 2 . 4 .
F i g u r e 2 . 5 .
F i g u r e 2 . 6 .
F i g u r e 2 . 7 .
F i g u r e 2 . 8 .
F i g u r e 3 . 1 .
F i g u r e 3 . 2 .
F i g u r e 3 . 3 .
F i g u r e 3 . 4 .
F i g u r e 3 . 5 .
F i g u r e 3 . 6 .
2 . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
S c h e m a t i c w o r k f l o w o f s a m p l e p r e p a r a t i o n a n d e x p e r i m e n t a t i o n .
T h e r m o S h a n d o n C r y o t o m e ® u s e d f o r t i s s u e c r y o s e c t i o n i n g .
T i s s u e m o u n t i n g m a t e r i a l s : ( A ) g l a s s ; ( B - D ) t r a n s f l e c t i v e s l i d e s ; ( E )
m i r r o r a n d ( F ) C a F
2
w i n d o w .
P r e p a r a t i o n s f o r F F P E s e c t i o n i n g : ( A ) T h e r m o S h a n d o n H y p e r c e n t e r
X P t i s s u e p r o c e s s o r a n d T i s s u e - T e k 1 1 1 p a r a f f i n e m b e d d i n g c o n s o l e
u n i t s : ( B ) s a m p l e s t o r a g e ; ( C ) m o l t e n p a r a f f i n d i s p e n s e r a n d ( D )
c o o l i n g u n i t .
B r u k e r I F S 6 6 v F T I R s p e c t r o m e t e r w i t h S e r i e s O n e M i c r o s c o p e .
A T R a c c e s s o r y f o r a n a l y s i s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s a n d t i s s u e s .
F T - R a m a n s p e c t r o m e t e r s e t - u p f o r b u l k t i s s u e a n a l y s i s , b i o l o g i c a l
r e f e r e n c e s a n d p a t h o l o g i c a l c h e m i c a l s a n a l y s i s .
S c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f R e n i s h a w R a m a n S y s t e m s 2 0 0 0 M i c r o s c o p e
w i t h t h e p e r m i s s i o n f o r r e p r o d u c t i o n f r o m R e n i s h a w p l c .
3 . H I S T O P A T H O L O G Y O F B R E A S T T I S S U E S
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f n o r m a l l o b u l e s . T h e n u c l e i o f t h e a c i n i a r e
u n i f o r m i n s h a p e a n d t h e y a r e s u r r o u n d e d b y l o o s e s t r o m a l t i s s u e s a n d
a d i p o s e t i s s u e s ( d i s s o l v e d ) . ( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t ) h i g h
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e a c i n i . C T : c o n n e c t i v e t i s s u e .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f n o r m a l d u c t s . T h e d u c t s h e r e a r e
s u r r o u n d e d b y d e n s e s t r o m a l t i s s u e s . T h e d u c t s a r e c l a s s i f i e d a s
n o r m a l s h o w i n g a n i n n e r l a y e r o f c u b o i d a l e p i t h e l i a l a n d o u t e r
m y o e p i t h e l i a l c e l l s . ( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t ) h i g h
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e e p i t h e l i a l c o m p o n e n t s o f t h e d u c t w i t h
s e c r e t i o n .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f c o n n e c t i v e a n d a d i p o s e t i s s u e s a t l o w
m a g n i f i c a t i o n . T h e d e n s e c o n n e c t i v e t i s s u e s s e e n h e r e s u p p o r t t h e
i n d i v i d u a l b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s . A d i p o s e t i s s u e s a r e d i s s o l v e d
d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g a n d a p p e a r a s o p e n i n g s , w h i c h d o n o t c o n t a i n
a n y e p i t h e l i a l c e l l s a s s e e n i n t h e d u c t s a n d l o b u l e s .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s a t l o w m a g n i f i c a t i o n .
T h e d u c t o n t h e r i g h t a p p e a r s e n l a r g e d a n d s e c r e t i o n i s f o u n d w i t h i n
t h e d u c t , w h i c h i s t h e c o m m o n c h a r a c t e r i s t i c o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a f i b r o c y s t i c c h a n g e a t h i g h m a g n i f i c a t i o n
s h o w i n g t h e e n l a r g e d b r e a s t d u c t a n d t h e a t t e n u a t e d d u c t a l e p i t h e l i a l
c e l l s c o n t a i n i n g s e c r e t i o n a n d s u r r o u n d e d b y a d i p o s e t i s s u e a n d
s t r o m a .
H & E o f a F F P E s e c t i o n s h o w i n g f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d t h e m e r g i n g
o f t w o e n l a r g e d d u c t s . T h e s t r o m a a r e n o r m a l . ( I n s e t ) H i g h
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e u n i f o r m a n d o v e r l a p p i n g n u c l e i o f t h e
f i b r o c y s t i c d u c t .
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L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 3 . 7 .
F i g u r e 3 . 8 .
F i g u r e 3 . 9 .
F i g u r e 3 . 1 0 .
F i g u r e 3 . 1 1 .
F i g u r e 3 . 1 2 .
F i g u r e 3 . 1 3 .
F i g u r e 3 . 1 4 .
F i g u r e 3 . 1 5 .
F i g u r e 3 . 1 6 .
F i g u r e 3 . 1 7 .
F i g u r e 3 . 1 8 .
F i g u r e 3 . 1 9 .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f f i b r o a d e n o m a ( i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n ) a t
h i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e c o m p r e s s i o n o f t h e d u e t f r o m t h e
s u r r o u n d i n g d e n s e s t r o m a .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a f i b r o a d e n o m a ( I o w m a g n i f i c a t i o n ) s h o w i n g
b o t h p e r i c a n a l i c u l a r a n d i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n s . T h e c o m p r e s s e d
e l o n g a t e d d u c t s a r e i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n s w i t h t h e d u c t b e i n g
c o m p r e s s e d . T h e r o u n d a n d o v a l d u c t c r o s s - s e c t i o n a r e t h a t o f
p e r i c a n a l i c u l a r p a t t e r n . T h e l a r g e d u c t c o n t a i n s s u s p i c i o u s t u m o u r
c e l l s a n d i s a l s o c o m p r e s s e d .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n t r a d u c t p a p i l l o m a a t : ( A ) l o w
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e c o m p l e x b r a n c h i n g f r o n d s w i t h i n a
l a c t i f e r o u s d u c t ; a n d ( 8 ) h i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e t w o - c e l l l a y e r
e p i t h e l i u m .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S a t l o w
m a g n i f i c a t i o n . T h e s i e v e - l i k e f e a t u r e o f c r i b r i f o r m a r c h i t e c t u r e a r e s e e n
i n t w o D C I S d u c t s ( m a r k e d ) . ( R i g h t ) T h e t u m o u r c e l l s a s s e e n h e r e a r e
r e t a i n e d w i t h i n t h e d u c t w i t h o u t c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n ( h i g h m a g n i f i c a t i o n ) .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u a t m e d i u m
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e t u m o u r c e l l s l o c a t e d w i t h i n t h e l o b u l e s .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a a t l o w
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t
t i s s u e s . T h e d u c t s s h o w n h e r e a r e i n t h e c o m e d o f o r m , w h i c h c o n t a i n s
m u l t i p l e e p i t h e l i a l c e l l s a n d n e c r o s i s .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n I D C s h o w i n g c e l l u l a r i n v a s i o n f r o m t w o
d u c t s i n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s . L y m p h o c y t e s a r e a l s o
p r e s e n t ( a r r o w ) . ( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t ) e n l a r g e m e n t o f t h e
I D C d u c t .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n I D C , w h i c h d i s p l a y s m u l t i p l e d u c t s w i t h
c e l l u l a r i n v a s i o n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s . ( L e f t ) l o w
m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t ) h i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g c e l l u l a r i n v a s i o n i n
m u l t i p l e d u c t s .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a s h o w i n g
m u l t i p l e l o b u l e s f i l l e d w i t h t u m o u r c e l l s . ( L o w ) l o w m a g n i f i c a t i o n , ( r i g h t )
h i g h m a g n i f i c a t i o n .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n I L C s h o w i n g t h e c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n
a r o u n d t h e l o b u l e s a n d t h e d u c t . T u m o u r c e l l s a r e f o u n d i n t h e
s u r r o u n d i n g c o n n e c t i v e t i s s u e s .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a a t l o w
m a g n f i c a t i o n , w h i c h i l l u s t r a t e s t h e t y p i c a l , s i n g l e - f i l e i n f i l t r a t i v e p a t t e r n
o f t h i s t u m o u r .
H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a s h o w i n g
i n f i l t r a t i o n o f d u c t s b y f i b r o c y s t i c f e a t u r e s w i t h c e l l u l a r i n v a s i o n o f a
l a r g e d u e t a n d I L C o n t h e r i g h t . ( R i g h t ) h i g h m a g n i f i c a t i o n o f t h e I L C
a r e a .
C o m p a r i s o n o f a b r e a s t I D C l e s i o n p r e s e n t e d a s ( A ) c r y o s e c t i o n a n d
( 8 ) F F P E s e c t i o n ( H & E a t l o w m a g n i f i c a t i o n ) .
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4 . S A M P L E O P T I M I S A T I O N F O R I N F R A R E D S P E C T R O S C O P Y
x v i
F i g u r e 4 . 1 .
F i g u r e 4 . 2 .
F i g u r e 4 . 3 .
F i g u r e 4 . 4 .
F i g u r e 4 . 5 .
F i g u r e 4 . 6 .
F i g u r e 4 . 7 .
F i g u r e 4 . 8 .
A T R s p e c t r a o f c h e m i c a l s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g p r i o r t o e m b e d d i n g 9 8
a n d s e c t i o n i n g : ( A ) P B S / D
2
0 ; ( B ) 1 0 % f o r m a l i n s o l u t i o n ; ( C ) t a p w a t e r ;
a n d ( D ) 7 0 % e t h a n o l . B a n d s d u e t o w a t e r v i b r a t i o n s a r e m a r k e d w i t h
a s t e r i s k s ( * ) . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 2 5 6 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d a v e r a g e
o f t r i p l i c a t e s .
S i g n i f i c a n c e o f f o r m a l i n - f i x a t i o n i n t i s s u e s e c t i o n i n g : ( A ) a P B S / D
2
0 1 0 0
t h e n f o r m a l i n - f i x e d m a l i g n a n t b r e a s t b i o p s y ; ( B ) f o r m a l i n s o l u t i o n u s e d
i n t i s s u e f i x a t i o n ; a n d ( C ) P B S / D
2
0 s o l u t i o n u s e d i n t h e t i s s u e s t o r a g e .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A T R s p e c t r o s c o p y ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
;
p u r g e d w i t h N
2
; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a a r e t o s c a l e a n d
a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
A T R s p e c t r a o f c h e m i c a l s o l u t i o n s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g a n d 1 0 1
s t a i n i n g p r o c e s s : ( A ) p a r a f f i n b l o c k ; ( B ) E t O H 7 0 % ; ( C ) E t O H 9 5 % ; ( D )
x y l e n e ; a n d ( E ) h i s t o p u r e . A T R c o r r e c t i o n s w e r e n o t a p p l i e d t o a n y o f
t h e s p e c t r a . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ; a n d a v e r a g e
o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
I R s p e c t r a o f a b e n i g n b r e a s t t i s s u e s a m p l e a n a l y s e d a s : ( A ) a 1 0 3
c r y o s e c t i o n ; ( B ) a p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n ; a n d ( C ) a d e p a r a f f i n i s e d
F F P E s e c t i o n a f t e r t w o c h a n g e s o f f r e s h x y l e n e a n d h i s t o p u r e s o l u t i o n s
( 1 0 m i n e a c h ) . P e a k s a r e d u e t o a d i p o s e t i s s u e s a r e m a r k e d w i t h
a r r o w s a n d t h o s e d u e t o p a r a f f i n w a x a r e m a r k e d w i t h ( * ) .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5-~m-thick s e c t i o n s m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e
s l i d e s ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t
f o r c l a r i t y .
( A ) A d e p a r a f f i n i s e d m a l i g n a n t b r e a s t F F P E s e c t i o n e X h i b i t i n g r e s i d u a l 1 0 3
p a r a f f i n n o t r e m o v e d b y d e p a r a f f i n i s i n g s o l u t i o n s . ( B ) I R s p e c t r u m o f
p a r a f f i n f r o m t h e p a r a f f i n b l o c k ( s t o r a g e ) o f t h e s a m e b i o p s y . I n s e t :
E x p a n d e d r e g i o n o f 1 8 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s h o w i n g t h e t w o p a r a f f i n b a n d s a t
1 4 7 1 a n d 1 4 6 2 c m -
1
t h a t i n t e r f e r e w i t h t h e s p e c t r a l c h a r a c t e r i s a t i o n .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
;
a n d t i s s u e w a s m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e f o r t r a n s f l e c t i o n
e x p e r i m e n t a t x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
P C 2 v s . P C 1 s c o r e s p l o t o f a t r a i n i n g d a t a s e t c o n t a i n i n g t h r e e 1 0 5
m a l i g n a n t b r e a s t b i o p s i e s p r e p a r e d i n : ( I ) f o r m a l i n t h e n c r y o s e c t i o n e d ;
a n d ( 1 1 ) i n p a r a f f i n t h e n F F P E s e c t i o n e d , a n d t h e s t o r a g e s o l u t i o n s o f
P B S / D 2 0 a n d f o r m a l i n , i n t h e s p e c t r a l r e p i o n o f 3 0 0 0 - 2 7 5 0 c m -
1
.
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ; a n d x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ;
a n d e a c h p o i n t r e p r e s e n t s a n a v e r a g e o f t r i p l i c a t e m e a s u r i n g a t t h e
c a n c e r o u s r e g i o n s .
P C 2 v s . P C 1 s c o r e s p l o t s e p a r a t i n g t i s s u e p r e s e n t a t i o n a s ( I ) P B S / D
2
0 1 0 6
c r y o s e c t i o n s , ( 1 1 ) f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s , ( I l l ) F F P E s e c t i o n s ; a n d
( I V ) d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s i n t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 3 0 5 0 -
2 7 5 0 c m -
1
• S e c t i o n s f r o m o n e m a l i g n a n t I D C b r e a s t b i o p s y w e r e u s e d
h e r e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d x 1 5
m a g n i f i c a t i o n . T h e v a r i a t i o n s s e e n w i t h i n e a c h g r o u p s a r e d u e t o t h e
h e t e r o g e n e i t y n a t u r e o f t h e b r e a s t t i s s u e s w h e r e t h e I R s p e c t r a w e r e
c o l l e c t e d .
C o m p a r i s o n o f t i s s u e b i o p s y a f t e r t h r e e a n d h a l f y e a r s o f s t o r a g e . ( A ) 1 0 7
A f o r m a l i n - f i x e d b i o p s y w h o s e t i s s u e s t r u c t u r e h a s b e e n p r e s e r v e d a n d
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F i g u r e 4 . 1 4 .
x v i i
( B ) a d e t e r i o r a t e d b r e a s t b i o p s y s t o r e d i n P B S / D 2 0 , t h e b i o p s y h a s
d i s i n t e g r a t e d a n d i s s u s p e n d e d t h r o u g h o u t t h e s o l u t i o n .
S p e c t r a l e v a l u a t i o n s o f t h e e f f e c t s o f t i s s u e f i x a t i o n t h r e e a n d h a l f 1 0 8
y e a r s a f t e r s a m p l e a c q u i s i t i o n s . ( A & B ) O r i g i n a l I R s p e c t r a o f t w o
m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n s m e a s u r e d m i c r o s c o p i c a l l y ; A T R s p e c t r a o f ( C &
D ) t w o t h r e e a n d h a l f y e a r - o l d , f o r m a l i n - f i x e d m a l i g n a n t b r e a s t
s p e c i m e n s m e a s u r e d i n b u l k ; ( E & F ) f o r m a l i n s o l u t i o n s u s e d i n f i x a t i o n
a n d s t o r a g e i n s a m p l e s A a n d B , r e s p e c t i v e l y ; ( G ) f r e s h f o r m a l i n
s o l u t i o n , ( H ) f r e s h P B S / D 2 0 a n d ( I ) t a p w a t e r . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : ( A a n d B ) m i c r o s c o p y : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d x 1 5
m a g n i f i c a t i o n . ( C - I ) A T R s p e c t r o s c o p y : p u r g e d w i t h N 2 ; 1 2 8 s c a n s ;
a n d 4 c m - ' . P e a k s t h a t a r e a t t r i b u t e d t o a d i p o s e t i s s u e s a r e m a r k e d
w i t h a r r o w s ; P B S / D
2
0 w i t h ( A ) ; f o r m a l i n s o l u t i o n w i t h ( * ) a n d w a t e r w i t h
( + ) . T h e a m i d e I b a n d i s h i g h l i g h t e d w i t h b l u e l i n e . S p e c t r a a r e o f f s e t
f o r c l a r i t y .
C o m p a r i s o n o f a l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u b r e a s t b i o p s y c r y o s e c t i o n e d 1 1 1
a t v a r i o u s t h i c k n e s s e s : ( A ) 5 " , m ; ( B ) 1 0 " , m ; ( C ) 2 5 " , m ; ( D ) 4 0 " , m ; a n d
( E ) 5 0 " , m . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5
m a g n i f i c a t i o n ; a n d s e c t i o n s w e r e m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w s . S p e c t r a
a r e t o s c a l e a n d o f f s e t f o r c l a r i t y . B o x e s a r e s c h e m a t i c d i a g r a m s
r e p r e s e n t i n g m o r p h o l o g i c a l c o m p o n e n t s o f t i s s u e s e c t i o n s w i t h
t h i c k n e s s e s o f 5 ~m a n d 5 0 ~m.
C o m p a r i s o n o f I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m t i s s u e s e c t i o n s m o u n t e d o n 1 1 3
v a r i o u s t i s s u e - m o u n t i n g m a t e r i a l s : ( A ) F F P E s e c t i o n o n C a F 2 w i n d o w ;
( B ) F F P E o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e ; a n d ( C ) F F P E s e c t i o n o n m i r r o r .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : a l l s a m p l e s w e r e 5 " , m - t h i c k ; 5 1 2 s c a n s ;
4 c m - 1 ; a n d x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
I R s p e c t r a o f a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S F F P E s e c t i o n m o u n t e d o n 1 1 5
t r a n s f l e c t i v e s l i d e u s i n g : ( A ) s i n g l e - p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p y ( 5 1 2
s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n a n d a p e r t u r e s i z e o f 5 x 5 m m \ ( B )
F P A - F T I R i m a g i n g ( 6 4 x 6 4 a r r a y ; 2 5 6 s c a n s ; 2 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ;
a n d a p e r t u r e s i z e o f 5 x 5 m m
2
) ; ( C ) S R - F T I R m a p p i n g ( 3 2 s c a n s ;
4 c m - ' ; m i r r o r v e l o c i t y 0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a p e r t u r e
s i z e o f 1 5 x 1 5 " , m 2 ) ; a n d ( D ) S R - F T I R m a p p i n g ( 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' ;
m i r r o r v e l o c i t y 1 . 8 9 8 9 c m s o , ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a p e r t u r e s i z e o f
1 5 x 1 5 " , m \ R e g i o n I : d i s p e r s i v e a r t e f a c t a f f e c t e d r e g i o n s a n d R e g i o n
1 1 : S R - F T I R a f f e c t e d b y m o d u l a t i o n f r e q u e n c y a n d d i f f r a c t i o n l i m i t .
S p e c t r a a r e n o t t o s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
S p e c t r a l r e p e a t a b i l i t y o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a b r e a s t 1 1 6
c r y o s e c t i o n s p e c t r a l c o l l e c t e d a t d i f f e r e n t l o c a t i o n s f r o m t u m o u r c e l l s
w i t h i n t h e s a m e c a n c e r o u s d u c t . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ;
4 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a a r e
o f f s e t f o r c l a r i t y .
( T o p ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a 5 - " , m - t h i c k H & E s t a i n e d i n v a s i v e l o b u l a r 1 1 8
c a r c i n o m a c r y o s e c t i o n ( a d i p o s e r e m o v e d d u r i n g s t a i n i n g p r o c e s s ) .
( B o t t o m ) I R s p e c t r a n o r m a l i s e d t o t h e a m i d e I b a n d o f a n a d j a c e n t 5 -
" , m - t h i C k c r y o s e c t i o n m e a s u r e d a t v a r i o u s l o c a t i o n s : ( A ) c o n n e c t i v e
t i s s u e s ( s t r o m a ) ; ( B ) n u c l e i a t d u c t ; ( C ) n u c l e i a t l o b u l e s ; a n d ( D ) n u c l e i
s u r r o u n d e d b y a d i p o s e t i s s u e s . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ;
4 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; t r a n s f l e c t i o n m o d e u s i n g t r a n s f l e c t i v e s l i d e .
S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
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5 . C H A R A C T E R I S A T I O N A N D D I F F E R E N T I A T I O N O F B R E A S T T I S S U E S U S I N G
I N F R A R E D S P E C T R O S C O P Y
F i g u r e 5 . 1 .
F i g u r e 5 . 2 .
F i g u r e 5 . 3 .
F i g u r e 5 . 4 .
F i g u r e 5 . 5 .
F i g u r e 5 . 6 .
F i g u r e 5 . 7 .
F i g u r e 5 . 8 .
C o m p a r i s o n o f i n f r a r e d s p e c t r a o f : ( A ) a 5 - j . l m - t h i c k m a l i g n a n t I D C 1 2 5
b r e a s t c r y o s e c t i o n ( a r e a c o n t a i n i n g t u m o u r c e l l s a n d a d i p o s e t i s s u e s )
a n d c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s : ( B ) D N A ; ( C )
m u c i n t y p e I - s g l y c o p r o t e i n ; ( D ) b o v i n e a l b u m i n p r o t e i n ; a n d ( E ) o l e i c
a c i d . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ( A ) t r a n s f l e c t i o n s p e c t r u m ( 5 1 2 s c a n s ;
4 c m -
1
; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s ) ; a n d ( B - E ) A T R
s p e c t r a ( 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s ) . S p e c i f i c l i n e s
h i g h l i g h t t h e b a n d s f r o m m a j o r b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . S p e c t r a a r e t o
s c a l e a n d o f f s e t f o r c l a r i t y .
R e g i o n I : 4 0 0 0 - 3 0 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T l R s p e c t r u m o f a 1 2 7
m a l i g n a n t I D C b r e a s t c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 1 A ) s h o w i n g t h e o r i g i n a l
t r a c e ( r e d ) ; c u r v e - f i t t e d t r a c e ( b l u e ) ; a n d t h e i n d i v i d u a l r e s o l v e d b a n d s
w i t h i n t h i s r e g i o n ( g r e e n ) . P r i o r t o i t e r a t i o n , t h e p o s i t i o n s o f t h e
i n d i v i d u a l b a n d s w e r e l o c a t e d u s i n g t h e S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d -
d e r i v a t i v e m e t h o d .
R e g i o n 1 1 : 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r u m f r o m a n I D C 1 2 9
b r e a s t c r y o s e c t i o n i n F i g u r e 5 . 1 A s h o w i n g s p e c t r a o f o r i g i n a l t r a c e
( r e d ) ; f i t t e d t r a c e ( b l u e ) ; a n d i n d i v i d u a l r e s o l v e d b a n d s u n d e r t h e f i t t e d
t r a c e ( g r e e n ) . T h e p o s i t i o n s o f i n d i v i d u a l b a n d s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g
t h e S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d - d e r i v a t i v e m e t h o d p r i o r t o i t e r a t i v e f i t t i n g o f
t h e o v e r l a p p i n g b a n d s i n t h i s r e g i o n .
R e g i o n I l l : 1 8 0 0 - 6 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r u m o f a n I D C 1 3 0
b r e a s t c r y o s e c t i o n i n F i g u r e 5 . 1 A h i g h l i g h t i n g b a n d s d u e t o
b i o m o l e c u l e s i n s p e c i f i c c o l o u r s : I i p i d s ( b l u e ) ; p r o t e i n s ( y e l l o w ) ; a n d
n u c l e i c a c i d s ( g r e e n ) .
C u r v e - f i t t e d a m i d e I b a n d f r o m t h e F T I R s p e c t r u m o f t h e I D C b r e a s t 1 3 1
c r y o s e e t i o n i n F i g u r e 5 . 1 A s h o w i n g t h e m a j o r b a n d s d u e t o t h e v a r i o u s
s e c o n d a r y s t r u c t u r e s i n c l u d i n g w e a k l y - a n d s t r o n g l y - H - b o n d e d p - s h e e t
c o m p o n e n t s a n d t h e a - h e l i x b a n d . T h e p o s i t i o n s o f i n d i v i d u a l b a n d s
w e r e d e t e r m i n e d u s i n g t h e S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d - d e r i v a t i v e m e t h o d
p r i o r t o i t e r a t i v e f i t t i n g o f t h e o v e r l a p p i n g b a n d s .
R e p r e s e n t a t i v e i n f r a r e d s p e c t r a o f v a r i o u s b r e a s t c o n d i t i o n s : ( A ) 1 3 5
n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( 8 ) f i b r o c y s t i c c h a n g e ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D )
i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; ) ( 1 5 m a g n i f i c a t i o n , 4 c m - ' ; a n d
a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . A l l s e c t i o n s p r e s e n t e d h e r e w e r e c r y o s e c t i o n s
e x c e p t D C I S , w h i c h w a s a d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n . S p e c t r a a r e
t o s c a l e a n d o f f s e t f o r c l a r i t y .
E x p a n s i o n o f t h e 3 8 0 0 - 3 0 5 0 c m - ' r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r a o f 1 3 6
F i g u r e 5 . 6 : ( A ) n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( B ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( C )
f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ;
a n d ( H ) I L C . B a n d s a r e a s s i g n e d t o w e a k l y a n d s t r o n g l y b o n d e d
r e s i d u a l w a t e r w i t h i n t h e t i s s u e s , v ( N H
2
) b a n d s f r o m n u c l e i c a c i d s a n d
t h e a m i d e A a n d a m i d e 8 ( o v e r t o n e o f a m i d e 1 1 ) b a n d s o f p r o t e i n s a n d
n u c l e i c a c i d s .
C u r v e - f i t t e d F T I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m b r e a s t l e s i o n s ; R e g i o n I o f t h e 1 3 9
s p e c t r u m g i v e n i n F i g u r e 5 . 7 : ( A ) n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( B ) f i b r o c y s t i c
c h a n g e s ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F )
L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . T h i s s p e c t r a l r e g i o n c o n t a i n s f i v e m a j o r I R
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 5 . 9 .
F i g u r e 5 . 1 0 .
F i g u r e 5 . 1 1 .
F i g u r e 5 . 1 2 .
F i g u r e 5 . 1 3 .
F i g u r e 5 . 1 4 .
F i g u r e 5 . 1 5 .
F i g u r e 5 . 1 6 .
x i x
b a n d s d u e t o : ( 1 ) w e a k l y h y d r o g e n - b o n d e d w a t e r v ( O H ) ; ( 2 ) n u c l e i c
a c i d s v ( N H
2
) ; ( 3 ) a m i d e A ; ( 4 ) s t r o n g l y h y d r o g e n - b o n d e d w a t e r v ( O H ) ;
a n d ( 5 ) a m i d e B . O r i g i n a l t r a c e : r e d ; f i t t e d t r a c e : b l u e ; f i t t e d b a n d s :
g r e e n d o t t e d l i n e s ; a n d b a s e l i n e : b r o w n .
E x p a n d e d 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m - ' s p e c t r a l r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r a i n 1 4 2
F i g u r e 5 . 6 : ( A ) n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( B ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( C )
f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C
a n d ( H ) I L C .
E x p a n d e d s p e c t r a l f i n g e r p r i n t r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r a i n F i g u r e 1 4 4
5 . 6 : ( A ) n o r m a l ; ( B ) f i b r o c y s t i c d i s e a s e ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . S p e c t r a a r e t o
s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y . A r e a s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s m a r k e d
i n : ( y e l l o w ) I i p i d s ; ( b l u e ) p r o t e i n s ; a n d ( o r a n g e ) n u c l e i c a c i d s . T h e g r e y
r e g i o n i s u s e d t o c l a s s i f y d i s e a s e s t a t e s u s i n g h i e r a r c h i c a l c l u s t e r
a n a l y s i s .
S e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a c o n t a i n e d w i t h i n F i g u r e 5 . 1 0 : ( A ) 1 4 6
n o r m a l ; ( B ) f i b r o c y s t i c d i s e a s e ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . S p e c t r a a r e t o
s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y . A r e a s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s m a r k e d
i n : ( y e l l o w ) I i p i d s ; ( b l u e ) p r o t e i n s ; a n d ( o r a n g e ) n u c l e i c a c i d s . T h e g r e y
r e g i o n i s u s e d t o c l a s s i f y d i s e a s e s t a t e s u s i n g h i e r a r c h i c a l c l u s t e r
a n a l y s i s .
S c o r e s p l o t s f o r P C 2 v s . P C 1 o b t a i n e d f r o m a t r a i n i n g d a t a s e t t h a t 1 4 9
c o n t a i n e d s p e c t r a f r o m t h r e e b e n i g n a n d t h r e e m a l i g n a n t l e s i o n s i n t h e
s p e c t r a l r e g i o n o f 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 - l i m -
t h i c k c r y o s e c t i o n s m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w s , t r a n s m i s s i o n ; 5 1 2
s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s a n I R
s p e c t r u m c o l l e c t e d f r o m t h e t i s s u e s u r r o u n d i n g t h e d u c t .
S c o r e s p l o t ( P C 2 v s . P C 1 ) f o r t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f F T I R s p e c t r a t h a t 1 5 0
s h o w a s e p a r a t i o n o f t h e m a j o r d i s e a s e c o n d i t i o n s b y t h e u s e o f t h e
i n f o r m a t i o n i n t h e 1 7 0 D - 1 0 0 0 c m - ' s p e c t r a l r e g i o n . S a m p l e s w e r e 5 -
l i m - t h i c k m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e s : 1 5 f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; 3
f i b r o a d e n o m a ; 2 i n t r a d u c t p a p i l l o m a s ; 5 D C I S ; 2 L C I S ; 1 5 I D C ; a n d 1 0
I L C . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : t r a n s f l e c t i o n m o d e ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ;
x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s a n a v e r a g e o f t r i p l i c a t e
m e a s u r i n g i n t h e m a j o r p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s u s i n g t h e a d j a c e n t H & E
s e c t i o n . M o r e t h a n o n e s e c t i o n f r o m e a c h s a m p l e w e r e m e a s u r e d .
S c o r e s p l o t ( P C 2 v s . P C 1 ) f o r t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f F T I R s p e c t r a t h a t 1 5 2
s h o w a s e p a r a t i o n o f t h e m a j o r d i s e a s e c o n d i t i o n s b y t h e u s e o f t h e
i n f o r m a t i o n f r o m t h e 1 7 0 D - 1 0 0 0 c m - ' s p e c t r a l r e g i o n , d i s p l a y e d a s
n i n e - p o i n t S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a c o n t a i n e d
w i t h i n F i g u r e 5 . 1 3 .
H C A c l a s s i f i c a t i o n o f v a r i o u s b e n i g n b r e a s t c r y o s e c t i o n s u s i n g s e c o n d - 1 5 4
d e r i v a t i v e d a t a p r e p r o c e s s i n g , a n d W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m ( 1 7 2 0 -
1 4 8 7 c m - ' s p e c t r a l r e g i o n ) . A - B e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s ( 2 ) ; B -
f i b r o a d e n o m a ( 1 ) ; C - i n t r a d u c t p a p i l l o m a ( 1 ) ; 0 - i n v a s i v e d u c t a l
c a r c i n o m a ( 4 ) ; X a n d Y - s a m p l e s n o t p r e v i o u s l y d i a g n o s e d . N u m b e r s
o f s a m p l e s a r e m a r k e d i n b r a c k e t s .
H C A p l o t s e p a r a t i n g b r e a s t l e s i o n s . S e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a w e r e 1 5 6
v e c t o r - n o r m a l i s e d , W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m w e r e c a l c u l a t e d i n
s p e c t r a l r e g i o n s o f 3 7 0 5 - 3 0 0 1 , 1 7 1 6 - 1 5 8 5 a n d 1 1 4 0 - 1 0 3 8 c m - ' . ( A )
f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( B ) f i b r o a d e n o m a ; ( C ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( D )
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 5 . 1 7 .
F i g u r e 5 . 1 8 .
F i g u r e 5 . 1 9 .
F i g u r e 5 . 2 0 .
F i g u r e 5 . 2 1 .
F i g u r e 5 . 2 2 .
F i g u r e 5 . 2 3 .
F i g u r e 5 . 2 4 .
F i g u r e 5 . 2 5 .
F i g u r e 5 . 2 6 .
x x
D C I S ; ( E ) L C I S ; ( F ) I D C a n d ( G ) I L C . ( X ) a n d ( Y ) : s a m p l e s n o t
p r e v i o u s l y d i a g n o s e d .
H C A p l o t o f v . ( P 0
2
- ) o f n u c l e i c a c i d s s e p a r a t i n g beni~n a n d m a l i g n a n t 1 5 7
l e s i o n s u s i n g t h e d a t a f r o m t h e 1 0 7 8 - 1 0 3 8 c m - s p e c t r a l r e g i o n .
S e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a w e r e v e c t o r - n o r m a l i s e d , D - v a l u e s a n d
W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m w e r e c a l c u l a t e d .
D e t e r m i n a t i o n o f t h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f r o m F T I R d i a g n o s t i c s 1 5 8
a n d h i s t o p a t h o l o g y . A r r o w s r e p r e s e n t t h e p a r a m e t e r s u s e d t o
c a l c u l a t e t h e s p e c i f i c d i a g n o s t i c o u t c o m e s ( s e n s i t i v i t y , s p e c i f i c i t y , P P V ,
a n d N P V ) . P P V : p o s i t i v e p r e d i c t i v e v a l u e a n d N P V : n e g a t i v e p r e d i c t i v e
v a l u e .
( A ) W h i t e l i g h t i m a g e o f a n u n s t a i n e d 5 - " , m - t h i c k b r e a s t F F P E s e c t i o n 1 6 5
s h o w i n g a ' h e a l t h y ' b r e a s t d u c t a n d t h e a r e a s e l e c t e d f o r i n f r a r e d
i m a g i n g i s m a r k e d b y t h e b l a c k s q u a r e , ( 8 ) f a l s e - c o l o u r I R i m a g e o f t h e
1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' r e g i o n t a k i n g i n t h e r e g i o n m a r k e d i n ( A ) ; ( C )
n o r m a l i s e d I R s p e c t r a , l o c a t i o n s o f e x t r a c t e d s p e c t r a a r e m a r k e d ( + ) :
( i ) s t r o m a e x h i b i t i n g h i g h n u c l e i c a c i d l e v e l s ; ( i 1 ) s t r o m a ; ( i i i ) d u c t
l u m e n ; ( i v ) b a s e m e n t m e m b r a n e s o f d u c t s ; a n d ( v ) a d i p o s e t i s s u e .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 6 4 x 6 4 a r r a y ; 2 5 6 s c a n s ; 2 c m - ' r e s . ; x 1 5
m a g n i f i c a t i o n ; i m a g e a r e a : 3 5 0 x 3 5 0 " , m
2
•
E x p a n d e d 1 8 0 0 - 8 0 0 c m - ' r e g i o n o f t h e s p e c t r a c o n t a i n e d w i t h i n F i g u r e 1 6 7
5 . 1 8 f r o m t h e n o r m a l b r e a s t d u c t l u m e n a n d s u r r o u n d i n g t i s s u e .
I R i m a g i n g o f n o r m a l b r e a s t d u c t F F P E s e c t i o n b y k - m e a n s a n a l y s i s 1 6 9
u s i n g d a t a f r o m t h e 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' r e g i o n ( n u c l e i c a c i d s ) , t o g e t h e r
w i t h t h e m e a n s p e c t r a f r o m e a c h c l u s t e r : ( A ) o p t i c a l i m a g e ; ( 8 ) a r e a
m a p ; ( C ) v e c t o r - n o r m a l i s e d a r e a m a p ; ( D ) 2 c l u s t e r s ; ( E ) 3 c l u s t e r s ;
a n d ( F ) 5 c l u s t e r s . T h e m e a n s p e c t r a a r e v e c t o r - n o r m a l i s e d .
F i v e - c l u s t e r F C M c l u s t e r i m a g e s o f a n o r m a l b r e a s t d u c t p l o t t e d f r o m 1 7 4
d a t a i n t h e s p e c t r a l r e g i o n s : ( A ) 3 7 0 0 - 3 0 0 0 c m - ' ; ( 8 ) 3 0 0 0 - 2 8 0 0 c m - ' ;
( C ) 1 9 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' ; ( D ) 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m - ' ; a n d ( E ) 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s a r e a s d e s c r i b e d i n F i g u r e 5 . 1 8 .
M e a n s p e c t r a e x t r a c t e d f r o m f i v e - c l u s t e r F C M a n a l y s e s b a s e d o n t h e 1 7 7
s p e c t r a l r e g i o n s o f : ( A ) 1 9 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' ; a n d ( 8 ) 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m - ' .
N u m b e r s c o r r e s p o n d t o t h e s p e c i f i c c l u s t e r s e x t r a c t e d i n t h e s p e c t r a l
r e g i o n .
I m a g e s o f a 5 - " , m t h i c k d e p a r a f f i n i z e d F F P E D C I S s e c t i o n . O p t i c a l 1 7 9
i m a g e s o f : ( A ) u n s t a i n e d ; a n d ( 8 ) a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n s . T h e
a r e a i m a g e d u s i n g F T I R s p e c t r o s c o p y ( C - E ) i s m a r k e d b y t h e b l a c k
s q u a r e . I R a r e a m a p s c e n t r e d a t : ( C ) a m i d e I ( 1 6 5 5 c m - ' ) ; l i p i d
( 1 4 5 0 c m - ' ) ; a n d ( E ) n u c l e i c a c i d s ( 1 2 4 0 c m - ' ) . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : 6 4 x 6 4 a r r a y ( 4 0 9 6 s p e c t r a ) ; 2 5 6 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5
m a g n i f i c a t i o n ; i m a g e a r e a : 3 5 0 x 3 5 0 " , m
2
.
K M C m a p s o f t h e v e c t o r - n o r m a l i s e d a m i d e I b a n d a r e a a n d t h e m e a n 1 8 2
c l u s t e r s p e c t r a o f t h e d e p a r a f f i n i s e d F F P E c r i b r i f o r m D C I S s e c t i o n
u s i n g : ( A ) t h r e e c l u s t e r s ; ( 8 ) f i v e c l u s t e r s ; a n d ( C ) s i x c l u s t e r s .
( A ) A m i d e I b a n d a r e a f u n c t i o n a l g r o u p m a p a n d F C M a n a l y s i s I R 1 8 4
i m a g e s o f t h e c r i b r i f o r m D C I S d u c t b a s e d o n t h e a m i d e I b a n d a r e a s
u s i n g f i v e c l u s t e r s : ( 8 ) c l u s t e r 1 : b a s e m e n t m e m b r a n e s ; ( C ) c l u s t e r 2 :
d u c t o p e n i n g s , ( D ) c l u s t e r 3 : h i g h c o n c e n t r a t i o n o f t u m o u r c e l l s ; ( E )
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 5 . 2 7 .
F i g u r e 5 . 2 8 .
F i g u r e 5 . 2 9 .
F i g u r e 5 . 3 0 .
F i g u r e 5 . 3 1 .
F i g u r e 5 . 3 2 .
F i g u r e 5 . 3 3 .
F i g u r e 5 . 3 4 .
F i g u r e 5 . 3 5 .
x x i
c l u s t e r 4 : t u m o u r c e l l s w i t h i n t r a l o b u l a r s t r o m a l t i s s u e s ; a n d ( E ) c l u s t e r
5 : i n t r a l o b u l a r s t r o m a s u p p o r t i n g t h e t u m o u r c e l l s .
C o m p a r i s o n o f v a r i o u s I R i m a g e a n a l y s e s p l o t t e d a g a i n s t t h e a m i d e I 1 8 6
b a n d : ( A ) H & E s t a i n e d s e c t i o n ; ( B ) b a n d a r e a 1 7 5 0 - 1 5 5 0 c m - ' ; ( C )
f i v e - c l u s t e r K M C m a p ; a n d ( D ) e n l a r g e m e n t o f t h e i m a g e o f i n t e r e s t i n
( A ) u s i n g v e c t o r - n o r m a l i s e d s e c o n d - d e r i v a t i v e p r i n c i p a l c o m p o n e n t
a n a l y s i s ( o v e r l a i d P C 2 a n d P C 3 ) .
( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a n u n s t a i n e d 5 - l 1 m - t h i c k I D C b r e a s t F F P E 1 8 9
s e c t i o n a n d ( B - J ) I R i m a g e s p l o t t e d u s i n g b a n d a r e a s a t d i f f e r e n t
s p e c t r a l r e g i o n s a s s h o w n i n t h e F i g u r e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2
s c a n s ; 4 c m - ' r e s . ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; m a p d i m e n s i o n : 3 5 0 x 3 5 0 1 1 m 2 ,
4 0 9 6 t o t a l s p e c t r a .
K - m e a n s c l u s t e r m a p s a n d t h e m e a n c l u s t e r s p e c t r a f r o m a I D C l e s i o n 1 9 2
u s i n g : ( A ) t h r e e - a n d ( B ) f i v e - c l u s t e r m e t h o d s i n t h e 1 8 0 0 - 9 5 0 c m - '
s p e c t r a l r e g i o n . I n d i v i d u a l c l u s t e r s a r e m a r k e d w i t h I , 1 1 o r I I I i n t h r e e -
c l u s t e r m a p ; a n d A , B , C , 0 o r E i n f i v e - c l u s t e r m a p .
F i v e - c l u s t e r F C M I R a r e a i m a g e s f r o m F i g u r e 5 . 2 7 u s i n g t h e v e c t o r - 1 9 4
n o r m a l i s e d r e g i o n s d u e t o t h e : ( A ) l i p i d v ( C H
2
) b a n d ; ( B ) f i n g e r p r i n t
b a n d s ; ( C ) a m i d e I b a n d ; a n d ( D ) n u c l e i c a c i d b a n d s . C l u s t e r s 1 t o 5
r e f e r t o s p e c i f i c t i s s u e c o m p o n e n t s .
( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a D C I S b r e a s t F F P E s e c t i o n a n d ( B - 1 ) S R - 1 9 7
F T I R m a p s u s i n g t h e a r e a s o f d i a g n o s t i c b a n d s . M a p d i m e n s i o n ( x , y ) :
1 7 0 x 1 1 0 1 1 m 2 ; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 1 1 m 2 ; a p e r t u r e : 1 5 x 1 5 1 1 m 2 ; m i r r o r
v e l o c i t y : 0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n a n d 2 1 6
t o t a l s p e c t r a . B l a c k d o t t e d l i n e s : d u c t o p e n i n g ; s q u a r e b o x : r e l a t i v e
h i g h i n t e n s i t y a r e a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 4 h r .
( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a n u n s t a i n e d D C I S b r e a s t F F P E s e c t i o n 1 9 9
( d e p a r a f f i n i s e d ) a n d ( B - 1 ) S R - F T I R f u n c t i o n a l g r o u p i n t e n s i t y m a p s .
M a p d i m e n s i o n ( x , y ) : 1 1 0 x 3 5 1 1 m 2 ; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 1 1 m 2 ; a p e r t u r e :
1 5 x 1 5 1 1 m 2 ; m i r r o r v e l o c i t y : 0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' r e s ; 1 9 2
t o t a l s p e c t r a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 3 h r .
( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a n u n s t a i n e d m a l i g n a n t b r e a s t F F P E s e c t i o n 2 0 0
( d e p a r a f f i n i s e d ) a n d ( B - 1 ) S R - F T I R f u n c t i o n a l g r o u p i n t e n s i t y m a p s .
M a p d i m e n s i o n ( x , y ) : 1 8 0 x 1 3 0 1 1 m 2 ; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 1 1 m 2 ; a p e r t u r e :
1 5 x 1 5 1 1 m 2 ; m i r r o r v e l o c i t y : 0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; 1 6 s c a n s ; 4 c m - ' r e s . ; a n d
2 6 6 t o t a l s p e c t r a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 3 h r .
O p t i c a l i m a g e s o f : ( A ) u n s t a i n e d ; a n d ( B ) a d j a c e n t H & E s t a i n e d 2 0 2
s e c t i o n s . T h e a r e a i m a g e d i s m a r k e d b y a b l a c k s q u a r e . S R - F T I R
m a p s o f a D C I S b r e a s t d u c t a r e b a s e d o n t h e a r e a u n d e r t h e b a n d f o r :
( C ) a m i d e A ( 3 6 3 0 - 3 1 1 5 c m - ' ) ; ( D ) a m i d e I ( 1 7 1 8 - 1 5 8 8 c m - ' ) ; ( E )
v ( C H ) r e g i o n ( 2 9 8 9 - 2 7 8 6 c m - ' ) ; ( F ) v a . ( C H
2
) ( 2 9 4 3 - 2 8 7 5 c m - ' ) ; a n d
( G ) v . ( C H
2
) ( 2 8 6 3 - 2 8 1 8 c m - ' ) . M a p d i m e n s i o n s ( x , y ) : 2 4 0 x 2 1 0 1 1 m 2
( W x H ) ; a p e r t u r e s i z e : 1 5 x 1 5 1 1 m 2 ; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 1 1 m 2 , m i r r o r
v e l o c i t y : 0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n ; a n d 6 0 0
t o t a l s p e c t r a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 1 0 h r .
N o r m a l i s e d I R s p e c t r a e x t r a c t e d a t v a r i o u s p o i n t s ( i ) t o ( v i ) i n F i g u r e 2 0 4
5 . 3 3 o f t h e D C I S s e c t i o n u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p ¥ i n t h e
s p e c t r a l r e g i o n o f : ( A ) 4 0 0 0 - 1 2 0 0 c m - ' ; a n d ( B ) 1 8 0 0 - 1 2 0 0 c m - .
L i s t o f F i g u r e s
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x x i i
F i g u r e 6 . 1 .
F i g u r e 6 . 2 .
F i g u r e 6 . 3 .
F i g u r e 6 . 4 .
F i g u r e 6 . 5 .
F i g u r e 6 . 6 .
S e l e c t i o n o f l a s e r e x c i t a t i o n ( s ) f o r b r e a s t t i s s u e a n a l y s i s . R a m a n 2 1 7
s p e c t r a i n t h e 1 8 0 D - 8 0 0 c m - ' s p e c t r a l r e g i o n o f 2 0 - " , m - t h i c k b r e a s t
c r y o s e c t i o n s ( r e g a r d l e s s o f t i s s u e c o n d i t i o n s ) m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w s u s i n g l a s e r e x c i t a t i o n s o f : ( A ) 5 1 4 n m ; ( B ) 6 4 7 n m ; ( C )
7 5 2 n m ; ( D ) 8 3 0 n m ; a n d f r e s h t i s s u e u s i n g a l a s e r e x c i t a t i o n o f ( E )
1 0 6 4 n m . S p e c t r a a r e n o t c o r r e c t e d f o r i n s t r u m e n t r e s p o n s e a n d r a w
d a t a a r e d i s p l a y e d t o i l l u s t r a t e v a r y i n g b a s e l i n e s a n d e f f e c t o f
f l u o r e s c e n c e . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
R a m a n s p e c t r a ( 1 8 0 0 - 8 0 0 c m - ' r e g i o n ) o f a m a l i g n a n t I D C b r e a s t 2 1 8
b i o p s y . T h e s p e c t r a w e r e o b t a i n e d u s i n g l a s e r e x c i t a t i o n s o f : ( A ) 1 0 6 4
n m ; ( B ) 8 3 0 n m ; a n d ( C ) 5 1 4 n m ; a n d ( D ) a s t a n d a r d l 3 - c a r o t e n e
s a m p l e o b t a i n e d u s i n g l a s e r e x c i t a t i o n o f 5 1 4 - n m . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : ( A ) ' b u l k ' b i o p s y m a c r o s c o p i c a n a l y s i s : 2 0 0 m W a t s a m p l e ;
2 5 6 s c a n s ; 4 c m - ' ; ( B a n d C ) c r y o s e c t i o n m i c r o s c o p i c a n a l y s e s : 2 m W
a t s a m p l e ; - 2 0 m a g n i f i c a t i o n ; 3 0 s e x p o s u r e t i m e a n d 5 a c c u m u l a t i o n s ;
a n d ( D ) 0 . 2 m W a t s a m p l e ; 1 0 s ; a n d 1 a c c u m u l a t i o n . B a n d s a s s i g n e d
t o t h e b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s a r e m a r k e d w i t h ( * ) a n d b a n d s a r e
a t t r i b u t e d t o c a r o t e n o i d s a r e m a r k e d w i t h ( ' ) . S p e c t r a a r e b a s e l i n e
c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C o m p a r i s o n o f R a m a n s p e c t r a o f a 2 0 - l l m - t h i c k m a l i g n a n t I D C b r e a s t 2 2 0
c r y o s e c t i o n c o l l e c t e d w i t h v a r i o u s e x p e r i m e n t a l s e t t i n g s w i t h r e s p e c t t o
c o l l e c t i o n t i m e a n d n u m b e r o f a c c u m u l a t i o n s . ( A ) 1 0 s a n d 1 a c c . ; ( B )
1 0 s a n d 5 a c c . ; ( C ) 1 0 s a n d 1 0 a c c . ; ( D ) 3 0 s a n d 1 a c c . ; ( E ) 3 0 s a n d
5 a c c . ; a n d ( F ) 3 0 s a n d 1 0 a c c . O t h e r e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A =
8 3 0 n m , 2 m W a t s a m p l e a n d - 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r
c l a r i t y .
S p e c t r a l e v a l u a t i o n o f a p r e - i d e n t i f i e d ( h i s t o p a t h o l o g y ) I D C l e s i o n s a s a 2 2 2
f u n c t i o n o f s a m p l e p r o c e s s i n g : ( A ) " b u l k " t i s s u e i n P B S / D
2
0 ; ( B )
c r y o s e c t i o n c o n t a i n i n g a d i p o s e t i s s u e ; ( C ) c r y o s e c t i o n w i t h o u t a d i p o s e
t i s s u e ; ( D ) F F P E t i s s u e b l o c k ; ( E ) F F P E s e c t i o n ; a n d ( F ) d e p a r a f f i n i s e d
F F P E s e c t i o n . R a m a n s p e c t r a o f c h e m i c a l s o l u t i o n s ( p a t h o l o g y
g r a d e s ) u s e d i n p r e p a r a t i o n o f t h e F F P E s e c t i o n s : ( G ) p a r a f f i n w a x ; ( H )
x y l e n e ; a n d ( I ) h i s t o p u r e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ( A - G ) A = 5 1 4 - n m ,
- 2 m W a t s a m p l e , e x p o s u r e t i m e b e t w e e n 1 0 - 6 0 s w i t h 3
a c c u m u l a t i o n s . ( H a n d I ) A = 1 0 6 4 - n m ; 2 0 0 s c a n s ; a n d 4 c m - ' .
B a n d s : b l u e l i n e : b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s ; g r e e n l i n e : l 3 - c a r o t e n e ; g r e y
d o t t e d l i n e : p a r a f f i n ; a n d o r a n g e d o t t e d l i n e : d e p a r a f f i n i s i n g a g e n t s .
S p e c t r a a r e b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
F T - R a m a n s p e c t r u m o f P B S / D
2
0 s o l u t i o n s h o w i n g t w o s t r o n g v ( O - D ) 2 2 3
b a n d s a t 2 4 9 6 a n d 2 4 0 2 c m - ' . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 2 0 0 s c a n s ;
2 0 0 m W ; a n d 4 c m -
1
•
( T o p ) F T - R a m a n s p e c t r a a t v a r i o u s e x p o s u r e t i m e s o f a D C I S b r e a s t 2 2 5
b i o p s y s t o r e d i n P B S / D
2
0 s o l u t i o n , t h e n m o u n t e d o n a n a l u m i n i u m
s a m p l e h o l d e r : ( A ) 5 m i n ( r e d ) ; ( B ) 1 0 m i n ( m a g e n t a ) ; ( C ) 1 5 m i n
( g r e e n ) ; ( D ) 2 0 m i n ( p u r p l e ) ; ( E ) 3 0 m i n ( b l u e ) ; a n d ( F ) 6 0 m i n ( b l a c k ) .
( B o t t o m ) E x p a n d e d 1 7 5 D - 7 5 0 c m - ' r e g i o n . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s :
2 0 0 m W ; 2 5 6 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d s a m p l e v o l u m e : 0 . 5 m m
3
• S p e c t r a l
v a r i a t i o n o b s e r v e d i n R e g i o n I I I i s h i g h l i g h t e d i n b o x e s . T h e s a m p l e
w a s d i s c a r d e d d u e t o e x t e n s i v e t i s s u e d e h y d r a t i o n a t t h e e n d o f t h e
e x p e r i m e n t . S p e c t r a w e r e n o t b a s e l i n e c o r r e c t e d .
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 6 . 7 .
F i g u r e 6 . 8 .
F i g u r e 6 . 9 .
F i g u r e 6 . 1 0 .
F i g u r e 6 . 1 1 .
F i g u r e 6 . 1 2 .
x x i i i
R a m a n s p e c t r a l c o m p a r i s o n o f : ( A ) b u l k f r e s h t i s s u e m e a s u r e d a t a 2 2 8
s u s p i c i o u s b l a c k s p o t o n t h e b i o p s y ; c r y o s e c t i o n s m o u n t e d o n C a F 2
w i n d o w w i t h v a r i o u s t i s s u e t h i c k n e s s e s o f : ( B ) 1 0 - J l m ; ( C ) 2 0 - J l m ; a n d
( D ) 5 0 - J l m ; a n d ( E ) a s t a n d a r d 5 - J l m - t h i c k c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n
t r a n s f l e c t i v e I R s l i d e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A = 8 3 0 n m ; - 2 m W a t
s a m p l e ; 3 0 s ; a n d 5 a c c u m u l a t i o n s ; a n d x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a
a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
F T - R a m a n s p e c t r a o f : ( A ) a f r e s h I D C b r e a s t b i o p s y s t o r e d i n 2 3 0
P B S / D
2
0 ; a n d c o m m e r c i a l l y - a v a i l a b l e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s m o u n t e d
o n a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r s : ( B ) c a l f t h y m u s D N A ; ( C ) m u c i n t y p e I - s
g l y c o p r o t e i n ; ( D ) b o v i n e a l b u m i n p r o t e i n ; ( E ) o l e i c a c i d ; ( F ) p - c a r o t e n e
a n d ( G ) c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e . E x p e r i m e n t a l C o n d i t i o n s : 2 0 0 m W ;
2 0 0 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . ( I n s e t ) e x p a n d e d 1 8 0 0 -
8 0 0 c m - ' r e g i o n o f ( A ) a n I D C b r e a s t b i o p s y . R e d b o x e s a r e
h i g h l i g h t i n g p h e n y l a l a n i n e v i b r a t i o n a l m o d e s . S p e c t r a w e r e b a s e l i n e -
c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
R a m a n s p e c t r a o f f o r m a l i n - f i x e d h u m a n b r e a s t b i o p s i e s : ( A ) b e n i g n 2 3 5
f i b r o c y s t i c c h a n g e l e s i o n a n d ( B ) m a l i g n a n t I D C l e s i o n . ( I n s e t )
E x p a n s i o n o f 1 8 0 0 - 8 5 0 c m - ' r e g i o n s h o w i n g t h e m a j o r b i o l o g i c a l
c o m p o n e n t s . L i p : l i p i d ; P r o : p r o t e i n ; D N A : d e o x y r i b o s e n u c l e i c a c i d ;
a n d P h e : p h e n y l a l a n i n e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A = 1 0 6 4 - n m ;
2 0 0 m W , 5 1 2 s c a n s ; a n d 4 c m - . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
M i c r o s p e c t r o s c o p i c c o m p a r i s o n o f l i p o p r o t e i n l e v e l s i n : ( A ) a h i g h - l i p i d 2 3 7
m a l i g n a n t I O C c r y o s e c t i o n ; ( B ) a h i g h - l i p i d b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e
c r y o s e c t i o n ; ( C ) a I o w - l i p i d m a l i g n a n t I D C c r y o s e c t i o n ; ( D ) a I o w - l i p i d
b e n i g n f i b r o c y s t i c c r y o s e c t i o n ; a n d ( E ) l 3 - c a r o t e n e . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : A = 5 1 4 n m ; ( A - D ) 2 m W a t s a m p l e s ; 3 0 s ; 1 a c c u m u l a t i o n ;
x 2 0 m a g n i f i c a t i o n ; a n d t h i c k n e s s e s o f 2 0 J l m ; a n d ( E ) 0 . 2 m W ; 1 0 s ; 1
a c c u m u l a t i o n ; a n d x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e n o r m a l i s e d t o t h e 1 3 -
c a r o t e n e b a n d a t 1 5 1 4 c m - ' , b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r
c l a r i t y .
( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f p - c a r o t e n e d e p o s i t e d o n a n a l u m i n i u m s a m p l e 2 4 0
h o l d e r a n d ( B ) t h e R a m a n s p e c t r u m c o l l e c t e d u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n ; a n d ( C ) t h e R a m a n i m a g e s u s i n g t h e v ( C = C ) b a n d a t
1 5 1 4 c m - ' w i t h v a r i o u s l a s e r d e f o c u s p e r c e n t a g e s . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : A = 5 1 4 - n m ; l a s e r p o w e r : 0 . 1 m W a t s a m p l e ; 6 0 0 s ; 1
a c c u m u l a t i o n ; a n d x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p a t i a l r e s o l u t i o n : 1 . 6 J l m a n d
i m a g e d i m e n s i o n : 2 8 x 2 8 J l m
2
.
( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a c l u s t e r o f t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e l o b u l e s o f 2 4 2
a n u n s t a i n e d 2 0 - J l m - t h i c k L C I S c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n C a F
2
W i n d o w ,
a n d ( r i g h t ) t h e a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n . T h e b o x e s i n d i c a t e t h e
a r e a s w h e r e t h e R a m a n i m a g e s w e r e c o l l e c t e d . ( B ) T h e
r e p r e s e n t a t i v e L C I S R a m a n s p e c t r u m . B a n d s a s s i g n e d t o t h e p -
c a r o t e n e a r e m a r k e d w i t h a s t e r i s k s . R a m a n i m a g e s c o n s t r u c t e d u s i n g :
( C ) t h e o v e r l a i d i m a g e o f D - F ; ( D ) a m i d e I ( 1 6 5 4 c m -
1
) b a n d ; ( E ) l i p i d
( 1 4 4 0 c m - ' ) b a n d ; a n d ( F ) P h e ( 1 0 0 4 c m - ' ) b a n d . A r r o w s : h i g h l e v e l o f
t u m o u r c e l l s ( n u c l e i ) . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n , f i l t e r i m a g e 6 0 0 s , 2 0 % l a s e r d e f o c u s . S p e c t r u m w a s
m e a s u r e d u s i n g 1 8 0 0 l i n e s / m m g r a t i n g , 1 0 s , 1 a c c u m u l a t i o n , 1 8 0 0 -
8 0 0 c m - ' r e g i o n , 2 0 % l a s e r d e f o c u s , x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p a t i a l
r e s o l u t i o n : 1 . 6 " , m a n d i m a g e d i m e n s i o n : 5 8 x 5 8 J l m
2
. T h e s p e c t r u m
i s b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d t h e i m a g e c o l o u r s a r e i n v e r t e d f o r c l a r i t y .
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 6 . 1 3 .
F i g u r e 6 . 1 4 .
F i g u r e 7 . 1
F i g u r e 7 . 2
x x i v
( T o p ) A H & E - s t a i n e d s e c t i o n o f a n I D C w i t h c a l c i f i c a t i o n ( a r r o w ) a n d 2 4 5
t h e a r e a ( b o x ) w h e r e R a m a n s p e c t r u m a n d i m a g e s w e r e c o l l e c t e d .
( B o t t o m ) R a m a n s p e c t r a o f : ( A ) a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a b r e a s t
l e s i o n w i t h m i c r o - c a l c i f i c a t i o n ; a n d ( B ) a r e f e r e n c e s p e c t r u m o f c a l c i u m
h y d r o x y a p a t i t e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A . = 8 3 0 n m , l a s e r p o w e r :
- 2 m W a t s a m p l e ; a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a a r e b a s e l i n e -
c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
R a m a n i m a g e s o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a b r e a s t c r y o s e c t i o n i n 2 4 6
F i g u r e 6 . 1 3 s h o w i n g t y p e 1 1 m i c r o - c a l c i f i c a t i o n c o n s t r u c t e d u s i n g
i n t e n s i t i e s o f t h e b a n d s a t : ( A ) 1 0 4 4 c m - ' ; a n d ( B ) 9 6 1 c m - ' . T h e b o x
i s t h e a r e a w h e r e t h e r e i s h i g h c o n c e n t r a t i o n i n c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
o f t h e m i c r o - c a l c i f i c a t i o n . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A = 8 3 0 - n m ; 6 0 0 s ;
x 2 0 m a g n i f i c a t i o n ; s p a t i a l r e s o l u t i o n o f 2 . 5 I ' m ; a n d i m a g e d i m e n s i o n
o f 5 8 x 5 8 I ' m
2
.
7 . C O N C L U S I O N S A N D F U R T H E R W O R K
M u l t i - d i s c i p l i n e s t r a t e g y f o r i n c o r p o r a t i n g M R S , I R a n d R a m a n 2 6 4
s p e c t r o s c o p y i n r o u t i n e b r e a s t c a n c e r d i a g n o s i s
S c h e m a t i c d i a g r a m o f s t a t i s t i c a l c l u s t e r s t r a t e g y c u r r e n t l y u s e d b y 2 6 7
M o u n t f o r d e t a l . f o r m a g n e t i c r e s o n a n c e r e s e a r c h .
A p P E N D I X
' I
F i g u r e A . 1
D e t e r m i n a t i o n o f t h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f r o m F T I R d i a g n o s t i c s
a n d h i s t o p a t h o l o g y . A r r o w s r e p r e s e n t t h e p a r a m e t e r s u s e d t o
c a l c u l a t e t h e s p e c i f i c d i a g n o s t i c o u t c o m e s ( s e n s i t i v i t y , s p e c i f i c i t y , P P V ,
a n d N P V ) . P P V : p o s i t i v e p r e d i c t i v e v a l u e a n d N P V : n e g a t i v e p r e d i c t i v e
v a l u e u s e d i n C h a p t e r 5 , S e c t i o n 5 . 2 . 4 .
A - 1
l i s t o f T a b l e s
L I S T O F T A B L E S
1 . B r e a s t C a n c e r
x x v
T a b l e 1 . 1 .
T a b l e 2 . 1 .
T a b l e 2 . 2 .
T a b l e 2 . 3 .
T a b l e 2 . 4 .
T a b l e 2 . 5 .
T a b l e 2 . 6 .
T a b l e 3 . 1 .
T a b l e 3 . 2 .
T N M s t a g i n g s y s t e m f o r b r e a s t c a n c e r .
2 . M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
O v e r n i g h t t i s s u e p r o c e s s i n g u s i n g a u t o m a t i c t i s s u e p r o c e s s o r f o r F F P E
s e c t i o n s .
H a e m a t o x y l i n a n d e o s i n t i s s u e s t a i n i n g p r o c e d u r e s .
B i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s .
P a t h o l o g i c a l c h e m i c a l s u s e d f o r s a m p l e p r e p a r a t i o n s .
E x p e r i m e n t a l p r o t o c o l s f o r R a m a n s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
S a m p l e p r e p a r a t i o n s f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y a n d i m a g i n g .
3 . H i s t o p a t h o l o g y o f B r e a s t T i s s u e s
P a t h o l o g i c a l r e s u l t s o n b r e a s t s p e c i m e n s ( 1 0 0 ) .
C o m p a r i s o n o f c r y o s e c t i o n a n d p a r a f f i n - e m b e d d e d s e c t i o n
9
6 0
6 2
6 5
6 6
6 8
6 8
7 6
9 1
5 . D i f f e r e n t i a t i o n a n d C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I n f r a r e d
S p e c t r o s c o p y
T a b l e 5 . 1 .
T a b l e 5 . 2 .
T a b l e 5 . 3 .
T a b l e 5 . 4 .
T a b l e 5 . 5 .
T a b l e 5 . 6 .
B i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s u s e d f o r i d e n t i f i c a t i o n o f b r e a s t t i s s u e 1 2 4
c o m p o n e n t s .
I R b a n d a s s i g n m e n t s o f b r e a s t t i s s u e a n d b i o l o g i c a l r e f e r e n c e s . 1 2 6
P o s i t i o n s o f c h a r a c t e r i s t i c v i b r a t i o n a l b a n d s f o r a m i d e v i b r a t i o n a l 1 3 2
m o d e s a n d t h e i r a s s o c i a t e d s e c o n d a r y s t r u c t u r e s i n t h e M l R r e g i o n .
w : w e a k ; m : m e d i u m ; a n d s : s t r o n g .
C u r v e - f i t t e d s p e c t r a l d i f f e r e n c e s o f r e p r e s e n t a t i v e F T I R s p e c t r a 1 4 1
o b t a i n e d f r o m v a r i o u s b r e a s t l e s i o n s i n R e g i o n I .
C o m p a r i s o n o f t i s s u e d i a g n o s t i c o u t c o m e s f r o m t h e P C A r e s u l t s u s i n g t h e 1 6 2
s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f F T l R s p e c t r a o f b r e a s t l e s i o n s w i t h t h o s e o b t a i n e d
f r o m h i s t o p a t h o l o g y . P P V - p o s i t i v e p r e d i c t i v e v a l u e ; a n d N P V - n e g a t i v e
p r e d i c t i v e v a l u e . T r u e p o s i t i v e s ( y e l l o w ) ; f a l s e p o s i t i v e s ( o r a n g e ) ; f a l s e
n e g a t i v e s ( b l u e ) ; a n d t r u e n e g a t i v e s ( g r e e n ) .
C o m p a r i s o n o f t i s s u e d i a g n o s t i c o u t c o m e s f r o m t h e H C A r e s u l t s u s i n g t h e 1 6 2
s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f F T I R s p e c t r a o f b r e a s t l e s i o n s w i t h t h o s e o b t a i n e d
f r o m h i s t o p a t h o l o g y . ( * ) T w o s a m p l e s w i t h o u t p r i o r k n o w l e d g e o f
h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s a r e m a r k e d a s u n k n o w n s . P P V - p o s i t i v e p r e d i c t i v e
v a l u e ; a n d N P V - n e g a t i v e p r e d i c t i v e v a l u e . T r u e p o s i t i v e s ( y e l l o w ) ; f a l s e
p o s i t i v e s ( o r a n g e ) ; f a l s e n e g a t i v e s ( b l u e ) ; a n d t r u e n e g a t i v e s ( g r e e n ) .
L i s t o f T a b l e s
x x v i
6 . O p t i m i s a t i o n a n d C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n
S p e c t r o s c o p v
T a b l e 6 . 1 .
T a b l e 6 . 2 .
B i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s u s e d f o r i d e n t i f i c a t i o n o f b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s . 2 2 9
M a j o r R a m a n p e a k a s s i g n m e n t s f o r b r e a s t t i s s u e s . 2 3 1
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T h e f e m a l e b r e a s t ( F i g u r e 1 . 1 ) i s a l a r g e c o m p l e x n e t w o r k c o n t a i n i n g
m i l k - p r o d u c i n g s a c s ( I o b u l e s ) a n d d u c t s f o r m i l k t r a n s p o r t a t i o n [ 1 ] . T h i s l a r g e
n e t w o r k i s s u r r o u n d e d b y a d i p o s e ( f a t ) a n d s t r o m a l ( c o n n e c t i v e ) t i s s u e s
t o g e t h e r w i t h n e r v e s , b l o o d a n d l y m p h a t i c v e s s e l s [ 1 ] . T h e f u n c t i o n o f t h e
b r e a s t i s l a c t a t i o n , w h i c h i n v o l v e s p r o d u c t i o n a n d e x p r e s s i o n o f m i l k d u r i n g
p r e g n a n c y a n d b r e a s t - f e e d i n g . T h r o u g h o u t p u b e r t y a n d m e n o p a u s e , t h e
a p p e a r a n c e a n d c o m p o s i t i o n o f t h e b r e a s t c h a n g e . S u c h c h a n g e s v a r y a m o n g
i n d i v i d u a l s , e t h n i c i t y a n d a g e g r o u p s .
~ymph n o d e s
C A
P e c t o r a l i s
M u s c l e s
. L a c t i f e r o u s d u c t s
n d s i n u s e s
A d i p o s e a n d c o n n e c t i v e t i s s u e s
F i g u r e 1 . 1 . H u m a n f e m a l e b r e a s t s t r u c t u r e s a n d a n i l l u s t r a t i o n o f t h e f o u r q u a d r a n t s
U O : u p p e r - o u t e r ; U I : u p p e r - i n n e r ; L O : l o w e r - o u t e r a n d L 1 : l o w e r - i n n e r a n d t h e c e n t r a l
a r e a ( C A ) .
1 . 1 . 1 B R E A S T A N A T O M Y
M i l k i s e x p r e s s e d i n t h e s p h e r i c a l - s h a p e d s a c s c a l l e d l o b u l e s . E a c h
l o b u l e c o n t a i n s a c o l l e c t i o n o f s m a l l g l a n d u l a r s p a c e s c a l l e d a c i n i ( F i g u r e 1 . 2 ) .
T h e m i l k i s c a r r i e d f r o m t h e l o b u l e s v i a t e r m i n a l d u c t - l o b u l a r u n i t s ( T D L U ) , t o
l a c t i f e r o u s d u c t s a n d s i n u s e s , a n d i s s u b s e q u e n t l y e m p t i e d t h r o u g h t h e n i p p l e
d u r i n g b r e a s t - f e e d i n g . T h e l o b u l e s a n d t h e d u c t s a r e c o m p o s e d o f
m y o e p i t h e l i a l a n d c u b o i d a l e p i t h e l i a l c e l l s ; t h e s e c e l l s a r e s u r r o u n d e d b y
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b a s e m e n t m e m b r a n e s t h a t d e m a r c a t e t h e l o o s e i n t r a l o b u l a r a n d d e n s e
i n t e r l o b u l a r s t r o m a ( c o n n e c t i v e t i s s u e s ) [ 1 ] . T h e r e a r e b e t w e e n 1 5 a n d 2 5
d u c t a l s y s t e m s i n e a c h b r e a s t , e a c h w i t h i t s o w n o p e n i n g a t t h e n i p p l e . T h e
n i p p l e i s s u r r o u n d e d b y t h e a r e o l a , w h i c h c o n t a i n s m o d i f i e d s e b a c e o u s g l a n d s
t h a t s e c r e t e f l u i d t o l u b r i c a t e t h e n i p p l e d u r i n g b r e a s t - f e e d i n g [ 1 ] .
B a s e m e n t m e m b r a n e
C u b o i d a l e p i t h e l i a l c e l l s
~:-~,~ M y o e p i t h e l i a l c e l l s
-~
M i l k e x p r e s s i o n
F i g u r e 1 . 2 . I l l u s t r a t i o n o f a n a c i n u s , a m i l k p r o d u c t i o n u n i t i n l o b u l e s .
T h e b r e a s t t i s s u e s , w h i c h r e a c h f r o m t h e c o l l a r b o n e s t o t h e l o w e r r i b s ,
a r e i n t e r s p e r s e d b y s t r o m a ( i n t r a l o b u l a r a n d i n t e r l o b u l a r ) a n d a d i p o s e t i s s u e s ,
w h i c h c o m p r i s e a p p r o x i m a t e l y o n e - t h i r d o f t h e b r e a s t c o n t e n t . T h e b r e a s t
t i s s u e s r e s t a g a i n s t t h e p e c t o r a l m u s c l e s a n d a r e s u r r o u n d e d b y b l o o d v e s s e l s ,
l y m p h n o d e s a n d v e s s e l s . B o t h b l o o d a n d l y m p h v e s s e l s a r e i n v o l v e d i n t h e
m e t a s t a s i s o f b r e a s t c a n c e r [ 1 - 3 ] .
E a c h b r e a s t c a n b e d i v i d e d i n t o f o u r q u a d r a n t s a n d a c e n t r a l a r e a
( F i g u r e 1 . 1 ) , e a c h d i v i s i o n c o n t a i n s v a r i o u s p r o p o r t i o n s o f b r e a s t t i s s u e
c o m p o n e n t s , l y m p h a n d b l o o d v e s s e l s . I n a h e a l t h y b r e a s t , t h e p 5 3 g e n e
p r o g r a m s t h e p r o c e s s o f a p o p t o s i s , w h i c h r e g u l a t e s t h e c e l l c y c l e . W h e n t h i s
p r o c e s s m a l f u n c t i o n s , c e l l g r o w t h i s o u t o f c o n t r o l a n d t h e a c c u m u l a t i n g t i s s u e
m a s s f o r m s a t u m o u r . A s t h e t u m o u r g r o w s , i t m a y p r o m o t e b l o o d v e s s e l
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f o r m a t i o n t o s u p p l y a d d i t i o n a l o x y g e n a n d n u t r i e n t s [ 1 , 4 - 7 ] . M o s t t u m o u r c e l l s
o r i g i n a t e i n t h e d u c t s ( 8 0 % ) a n d , t o a l e s s e r e x t e n t , t h e l o b u l e s ( 2 0 % ) [ 6 ] .
W h e n t u m o u r c e l l s a r e f o u n d i n o t h e r p a r t s o f t h e b o d y , h a v i n g t r a v e l l e d v i a t h e
b l o o d a n d / o r l y m p h v e s s e l s , t h e p r o c e s s i s r e f e r r e d t o a s s e c o n d a r y c a n c e r o r
m e t a s t a s i s [ 1 , 4 - 7 ] .
T h e m a j o r i t y o f d u c t s a n d l y m p h n o d e s a r e l o c a t e d w i t h i n t h e u p p e r - o u t e r
( U O ) q u a d r a n t a n d t h i s i s w h e r e a p p r o x i m a t e l y 5 0 % o f b r e a s t c a n c e r s a r e
f o u n d . T h e c e n t r a l a r e a ( C A ) , i n c l u d i n g t h e n i p p l e a n d a r e o l a , r e p r e s e n t s
a p p r o x i m a t e l y 2 0 % o f c a n c e r i n c i d e n c e . B o t h t h e l o w e r - i n n e r ( L 1 ) a n d l o w e r -
o u t e r ( L O ) q u a d r a n t s c o n t a i n t h e l e a s t a m o u n t o f b r e a s t c o m p o n e n t s t h a t a r e
s U b j e c t t o t u m o u r f o r m a t i o n a n d , h e n c e , c o n s t i t u t e a l o w e r i n c i d e n c e r a t e ( - 6 %
e a c h ) [ 6 , 7 ] .
1 . 1 . 2 B R E A S T C A N C E R I N C I D E N C E : A U S T R A L I A A N D W O R L D W I D E
B r e a s t c a n c e r i s t h e l e a d i n g f e m a l e r e g i s t e r e d c a n c e r , i n b o t h i n c i d e n c e
a n d m o r t a l i t y , i n w e s t e r n c o u n t r i e s . A c c o r d i n g t o T h e I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r
R e s e a r c h o n C a n c e r ( a n a f f i l i a t i o n o f t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i s a t i o n ) , m o r e t h a n
1 . 2 m i l l i o n w o m e n w e r e e x p e c t e d t o b e d i a g n o s e d w i t h b r e a s t c a n c e r w o r l d w i d e
i n 2 0 0 5 [ 8 ] . I n A u s t r a l i a , 1 1 , 7 9 1 n e w c a s e s w e r e d i a g n o s e d a n d 2 , 5 9 4 d e a t h s
o c c u r r e d i n 2 0 0 1 ( l a s t p u b l i c i s e d f i g u r e ) , w h i c h a c c o u n t e d f o r 2 9 % o f c a n c e r
d i a g n o s e s a n d 1 6 . 3 % o f d e a t h s f o r a l l o f t h e f e m a l e r e g i s t e r e d c a n c e r s [ 9 , 1 0 ] .
T h e s e s t a t i s t i c s s u g g e s t t h a t 1 i n 1 1 w o m e n w i l l d e v e l o p b r e a s t c a n c e r i n t h e i r
l i f e t i m e w i t h t h e a v e r a g e a g e o f d i a g n o s i s b e i n g 5 9 y e a r s [ 9 , 1 1 ] .
T h e i n c i d e n c e r a t e o f b r e a s t c a n c e r i n c r e a s e s s l i g h t l y e v e r y y e a r i n
A u s t r a l i a ( F i g u r e 1 . 3 ) , h o w e v e r , t h e o v e r a l l m o r t a l i t y r a t e i s s t e a d i l y d e c r e a s i n g
( 2 . 2 % p . a . b e t w e e n 1 9 9 1 a n d 2 0 0 1 ) d u e t o i m p r o v e d m e d i c a l s c r e e n i n g a n d
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t r e a t m e n t s [ 9 - 1 1 ] . w h i c h h i g h l i g h t s t h e n e e d f o r c o n t i n u a l i m p r o v e m e n t s i n
d i a g n o s t i c s . M e n a r e a l s o a t r i s k o f d e v e l o p i n g b r e a s t c a n c e r , b u t i t a c c o u n t s
f o r < 1 % ( 9 5 m e n ) o f a l l r e g i s t e r e d b r e a s t c a n c e r ( b o t h s e x e s ) i n A u s t r a l i a .
H o w e v e r , t h e r e i s a h i g h e r m o r t a l i t y r a t e f o r m e n c o m p a r e d t o w o m e n d u e t o a
l a c k o f a w a r e n e s s o f t h e d i s e a s e [ 9 - 1 1 ] .
2 0 0 1
1 9 9 9
1 9 9 7
1 9 9 5
~
1 9 9 3
. .
~ 1 9 9 1
1 9 8 9
1 9 8 7
1 9 8 5
1 9 8 3
c
0
2 0 0 0 4 0 0 0 6 0 0 0
I n c i d e n c e
8 0 0 0 1 0 0 0 0
1 2 0 0 0
1 4 0 0 0
F i g u r e 1 . 3 . B r e a s t c a n c e r i n c i d e n c e r a t e i n A u s t r a l i a f r o m 1 9 8 3 t o 2 0 0 1 [ 1 1 ] .
1 . 1 . 3 B R E A S T C A N C E R : R I S K F A C T O R S
T h e c a u s e ( s ) o f b r e a s t c a n c e r a r e n o t f U l l y k n o w n , h o w e v e r , t h e r e a r e a
n u m b e r o f r i s k f a c t o r s t h a t m i g h t i n c r e a s e t h e l i k e l i h o o d o f d e v e l o p i n g b r e a s t
c a n c e r . T h e s e c a n b e c a t e g o r i s e d a s c o n t r o l l a b l e a n d u n c o n t r o l l a b l e f a c t o r s
a n d h a V i n g o n e o r m o r e r i s k f a c t o r s m a y i n c r e a s e t h e c h a n c e o f , b u t d o e s n o t
n e c e s s a r i l y l e a d t o , c a n c e r [ 1 , 4 - 7 ] .
T h e u n c o n t r o l l a b l e f a c t o r s t h a t a r e l i n k e d t o a n i n c r e a s e i n t h e r i s k o f
d e v e l o p i n g b r e a s t c a n c e r a r e b e i n g f e m a l e , a g e a n d a f a m i l y h i s t o r y o f b r e a s t
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c a n c e r [ 1 , 6 ] . W o m e n p r e v i o u s l y d i a g n o s e d w i t h b r e a s t c a n c e r , d u c t a l
c a r c i n o m a i n - s i t u ( D C I S ) o r m u t a t i o n s i n t h e b r e a s t c a n c e r g e n e s ( B R C A 1 a n d
B R C A 2 ) a r e a l s o b e m o r e v u l n e r a b l e [ 6 ] .
C o n t r o l l a b l e f a c t o r s t h a t m a y i n c r e a s e a w o m a n ' s r i s k o f d e v e l o p i n g
b r e a s t c a n c e r i f n o t a d d r e s s e d i n c l u d e : t h e p r o l o n g e d u s e o f h o r m o n e
r e p l a c e m e n t t h e r a p y ( H R T ) , n U l l i p a r i t y , a n d b e a r i n g t h e i r f i r s t c h i l d a f t e r 3 0
y e a r s o f a g e [ 1 , 6 , 1 2 ] . O b e s i t y , s m o k i n g a n d e x c e s s i v e a l c o h o l c o n s u m p t i o n a r e
a l s o l i n k e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f b r e a s t c a n c e r . B r e a s t f e e d i n g , h o w e v e r , m a y
l o w e r t h e r i s k a s m i l k i s p r o d u c e d a n d e x p r e s s e d [ 1 2 ] .
1 . 2 B R E A S T C A N C E R S C R E E N I N G : T R I P L E A S S E S S M E N T
B i o c h e m i c a l c h a n g e s a r e a t t h e c o r e o f a l l c a n c e r s a n d c o n s e q u e n t l y
i d e n t i f y i n g t h e s e c h a n g e s a r e c e n t r a l t o a l l d i a g n o s t i c t e s t s . B r e a s t d i s e a s e i s
f i r s t n o t i c e d a s a p a i n l e s s l u m p i n t h e b r e a s t . O t h e r i m p o r t a n t s y m p t o m s
i n c l u d e c h a n g e s i n s i z e a n d s h a p e o f t h e b r e a s t , l u m p f o r m a t i o n o r t h i c k e n i n g ,
d i m p l i n g o f t h e s k i n a n d f l u i d o r b l o o d d i s c h a r g e f r o m t h e n i p p l e [ 6 , 1 2 ] . E a r l y
d e t e c t i o n o f t h e s e a b n o r m a l i t i e s i n c r e a s e s t h e c h a n c e o f s u r v i v a l .
C u r r e n t s c r e e n i n g o f b r e a s t c a n c e r i s p e r f o r m e d b y a t r i p l e a s s e s s m e n t
( F i g u r e 1 . 4 ) , a c o m b i n a t i o n o f a r o u t i n e m e d i c a l e x a m i n a t i o n , a n X - r a y
m a m m o g r a m a n d f i n e - n e e d l e a s p i r a t i o n ( F N A ) c y t o l o g y . C l i n i c a l e x a m i n a t i o n i s
p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e t h e s y m p t o m a t i c p r e s e n c e o f d i m p l i n g a n d n i p p l e
d e f o r m i t y , e n l a r g e m e n t o f a u x i l i a r y l y m p h n o d e s a n d l o s s o f p l i a b i l i t y [ 6 ] .
M a m m o g r a p h y i s a s p e c i f i c t y p e o f i m a g i n g t h a t u s e s a l o w - d o s e X - r a y s y s t e m
f o r e x a m i n a t i o n o f b r e a s t s . M a m m o g r a m s a r e t a k e n b y c o m p r e s s i n g t h e
b r e a s t s b e t w e e n t h e t w o s h i e l d s o f t h e m a m m o g r a p h y u n i t a n d X - r a y i m a g e s
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r
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a r e t a k e n i n t w o d i f f e r e n t v i e w s , o n e c r a n i o - c a u d a l v i e w a n d o n e m e d i o - I a t e r a l
v i e w [ 1 , 3 ) . T h e r a d i o l o g i s t l o o k s f o r a n y d e n s e m a s s l o c a t e d w i t h i n t h e b r e a s t .
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F i g u r e 1 . 4 . S c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f t r i p l e a s s e s s m e n t p r o c e d u r e u s e d f o r b r e a s t
s c r e e n i n g .
T h e A u s t r a l i a n G o v e r n m e n t p r o v i d e s f r e e a n n u a l m a m m o g r a m s c r e e n i n g
t e s t s f o r w o m e n b e t w e e n 5 0 a n d 6 9 y e a r s o f a g e , t h e h i g h - r i s k a g e g r o u p ( 1 1 ) .
T h i s p r o g r a m h a s r e d u c e d m o r t a l i t y r a t e s b y 2 5 t o 3 0 % i n a s y m p t o m a t i c w o m e n
a g e d b e t w e e n 5 0 a n d 6 9 [ 1 1 ) . W h e n a s u s p i c i o u s m a s s i s i d e n t i f i e d , a f i n e -
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n e e d l e a s p i r a t i o n c y t o l o g y i s p e r f o r m e d a n d t h e b i o p s y i s e x a m i n e d b y a
p a t h o l o g i s t u s i n g a l i g h t m i c r o s c o p e . T h e p a t h o l o g y r e p o r t w i l l i n d i c a t e i f t h e
s p e c i m e n i s c a n c e r o u s . F u r t h e r t e s t s a n d e x c i s i o n a l b i o p s i e s m a y b e r e q u i r e d
i f t h e s p e c i m e n i s c o n f i r m e d t o b e b e n i g n / m a l i g n a n t , i n o r d e r t o p r o v i d e
a p p r o p r i a t e t r e a t m e n t s .
1 . 3 C A N C E R D I A G N O S I S : H I S T O P A T H O L O G Y A N D C L A S S I F I C A T I O N
I f t h e m a m m o g r a m i n d i c a t e s t h e p r e s e n c e o f a s u s p i c i o u s l e s i o n o r a
d e n s e m a s s , a b i o p s y i s r e q u i r e d . T h i s i n v o l v e s r e m o v i n g c e l l s o r t i s s u e f r o m
t h e s u s p i c i o u s a r e a a n d e x a m i n i n g t h e m u n d e r a l i g h t m i c r o s c o p e . A b o u t o n e
i n f i v e w o m e n w h o h a v e b i o p s i e s w i l l b e d i a g n o s e d w i t h c a n c e r [ 5 - 7 , 1 3 - 1 5 ] . A
F N A i s t h e m o s t c o m m o n b i o p s y t e c h n i q u e b e c a u s e i t i s c o s t - e f f e c t i v e , r a p i d
a n d c a u s e s l e s s p a i n a n d p o s t - o p e r a t i v e s i d e - e f f e c t s t h a n e x c i s i o n b i o p s i e s .
T h e t i s s u e o r c e l l s a m p l e s a r e r e m o v e d f r o m t h e b r e a s t u s i n g a f i n e n e e d l e
w i t h o u t t h e n e e d o f a g e n e r a l a n a e s t h e t i c [ 1 ] . W h e n a l a r g e a f f e c t e d a r e a i s
i d e n t i f i e d , a s u r g i c a l b i o p s y i s r e q u i r e d . H o w e v e r , t h i s i s m o r e i n v a s i v e a n d
r e q u i r e s a n i n c i s i o n t o b e m a d e t o r e m o v e t h e t i s s u e . I n a d d i t i o n , s u r g i c a l
b i o p s i e s a r e e x p e n s i v e , r e q u i r e g e n e r a l a n a e s t h e t i c a n d a l o n g e r h e a l i n g p e r i o d
[ 5 - 7 , 1 3 - 1 5 ] . O n c e t h e s p e c i m e n s a r e a c q u i r e d , t h e y a r e s e c t i o n e d , s t a i n e d a n d
c l a s s i f i e d b y p a t h o l o g i s t s .
N o r m a l c e l l s a p p e a r u n i f o r m i n s i z e a n d s h a p e , w h e r e a s c a n c e r c e l l s
p r o l i f e r a t e r a p i d l y w i t h o u t u n i f o r m i t y [ 1 - 3 , 1 6 ] . B r e a s t t i s s u e c e l l a b n o r m a l i t i e s
a r e c l a s s i f i e d i n t o t h r e e m a i n c a t e g o r i e s : b e n i g n ; c a r c i n o m a i n - s i t u a n d i n v a s i v e
c a r c i n o m a ( m a l i g n a n t ) . T h e t u m o u r s i z e , p a l p a b l e n o d e s a n d m e t a s t a s i s ( T N M )
s t a g e ( T a b l e 1 . 1 ) a r e c o m m o n l y u s e d t o c l a s s i f y b r e a s t c a n c e r [ 1 , 6 ] .
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r
T a b l e 1 . 1 . T N M s t a g i n g s y s t e m f o r b r e a s t c a n c e r [ 1 7 ] .
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T h e l e t t e r T f o l l o w e d b y a n u m b e r f r o m 0 t o 4 m e a s u r e s t h e s i z e o f t h e
t u m o u r , h i g h e r T n u m b e r s i n d i c a t e a l a r g e r t u m o u r . T h e l e t t e r N f o l l o w e d b y a
n u m b e r f r o m 0 t o 3 d e t e r m i n e s w h e t h e r t h e t u m o u r c e l l s a r e m e t a s t a s i s e d i n t o
t h e l y m p h n o d e s f r o m t h e p r i m a r y t u m o u r s i t e . T h e l e t t e r M f o l l o w e d b y 0 a n d 1
a s s e s s e s w h e t h e r t h e t u m o u r c e l l s h a v e s p r e a d t o d i s t a n t o r g a n s v i a l y m p h a n d
b l o o d v e s s e l s [ 1 7 ) . N o t u m o u r c e l l s a r e f o u n d i n b e n i g n l e s i o n s a n d , t h e r e f o r e ,
t h e y c a n n o t b e c l a s s i f i e d u s i n g t h e T N M s y s t e m . S t a g e 0 r e p r e s e n t s p r e -
i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r ( i n - s i t u c a r c i n o m a s ) a n d S t a g e I V r e p r e s e n t s m e t a s t a t i c
b r e a s t c a n c e r .
1 . 3 . 1 B E N I G N L E S I O N S
B e n i g n o r n o n - n e o p l a s t i c b r e a s t l e s i o n s i n c l u d e f i b r o c y s t i c c h a n g e s ,
f i b r o a d e n o m a , d u c t a l a n d t u b u l a r a d e n o m a a n d p a p i l l o m a , w h i c h a r e n o t
c a n c e r o u s [ 1 , 3 , 1 6 ) . I f n o t d i a g n o s e d a n d t r e a t e d , b e n i g n n e o p l a s m s m a y
d e v e l o p i n t o c a r c i n o m a i n - s i t u a n d t h e n p o s s i b l y m e t a s t a s i s e t o f o r m i n v a s i v e
b r e a s t c a n c e r ( m a l i g n a n c y ) [ 3 ) .
F i b r o c y s t i c c h a n g e s r e s u l t f r o m i n c r e a s e d d u c t a l e p i t h e l i a p r o l i f e r a t i o n ,
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w h i c h p r o d u c e a d o m i n a n t c o l l a g e n o u s c o m p o n e n t i n b o t h t h e e p i t h e l i a l t i s s u e
a n d s t r o m a i n t h e f o r m o f i l l - d e f i n e d t h i c k e n i n g o r l u m p s [ 1 , 3 , 1 6 ] . T h e f o r m a t i o n
o f a c y s t , w h i c h c a n v a r y i n s i z e a n d d e n s i t y , i s t h e m o s t c o m m o n f i b r o c y s t i c
c h a n g e . T h e s e c h a n g e s a r e r e l a t e d t o o e s t r o g e n l e v e l s a n d a r e n o r m a l l y f o u n d
i n w o m e n o v e r t h e a g e o f 2 0 u n t i l m e n o p a u s e [ 3 ) . T h e c y t o l o g i c a l f e a t u r e s a r e
v e r y s i m i l a r t o t h o s e o f t h e b e n i g n c o n d i t i o n f i b r o a d e n o m a [ 1 , 3 , 1 6 ) . O t h e r
f i b r o c y s t i c c h a n g e s i n c l u d e d u c t a l h y p e r p l a s i a a n d a d e n o s i s [ 1 ) .
F i b r o a d e n 6 m a , n o r m a l l y f o u n d i n y o u n g e r w o m e n b e t w e e n 3 0 a n d 4 0
y e a r s o f a g e , i s a b e n i g n n e o p l a s m t h a t d e v e l o p s i n t h e t e r m i n a l d u c t - l o b u l a r
u n i t ( T D L U ) [ 1 , 3 , 1 6 ) . I t i s i n f l u e n c e d b y t h e l e v e l o f o e s t r o g e n a n d i s r e l a t e d t o
t h e u s e o f o r a l c o n t r a c e p t i o n t a k e n b e f o r e t h e a g e o f 2 0 [ 1 ] . T h e s m a l l
« 3 c m
3
) , f i r m , r o u n d a n d m o b i l e m a s s e s a r e e a s i l y d e t e c t e d b y
m a m m o g r a p h y . T h e y a r e c o m p o s e d o f a n e p i t h e l i a l c o m p o n e n t a n d a
s u b s t a n t i a l s t r o m a l n e o p l a s t i c e l e m e n t b o t h o f w h i c h d i s p l a y i n c r e a s e d l e v e l s o f
c o l l a g e n d e p o s i t i o n [ 1 , 3 , 1 6 ) .
I n t r a d u c t p a p i l l o m a s a r i s e f r o m t h e d u c t e p i t h e l i u m a n d a r e m o s t l y f o u n d
i n l a r g e d u c t s , s u c h a s l a c t e r f e r i o u s d u c t s ( F i g u r e 1 . 1 ) [ 1 , 3 , 1 6 ) . T h e d u c t
c o n t a i n s l a r g e c o m p l e x t u m o u r c e l l s t h a t m a y b e m i s d i a g n o s e d a s m a l i g n a n t .
I n t r a d u c t p a p i l l o m a s h a v e a h i g h e r r i s k o f d e v e l o p i n g i n t o i n - s i t u c a r c i n o m a s
a n d i n v a s i v e c a r c i n o m a s c o m p a r e d w i t h f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d f i b r o a d e n o m a
[ 1 , 3 , 1 6 ) , t h e r e f o r e , i t i s i m p o r t a n t t o b e a b l e t o d i s t i n g u i s h a m o n g s t t h e d i f f e r e n t
f o r m s o f b e n i g n l e s i o n s .
1 . 3 . 2 I N - S I T U C A R C I N O M A S
I n - s i t u b r e a s t c a r c i n o m a s i n c l u d e : d u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u ( D C I S ) a n d
l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u ( L C I S ) , w h e r e t h e e p i t h e l i a l c e l l s a r e m a l i g n a n t b u t
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h a v e n o t i n v a d e d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e o f t h e d u c t o r l o b u l e t o b e c o m e
i n v a s i v e c a r c i n o m a . D C I S a n d L C I S a r e t h e t r a n s i t i o n a l p h a s e s i n t h e e v o l u t i o n
o f i n v a s i v e m a l i g n a n c y a n d , i f l e f t u n t r e a t e d , t h e r i s k o f d e v e l o p i n g i n v a s i v e
b r e a s t c a n c e r i n c r e a s e s [ 1 , 3 , 6 , 1 6 ] .
D u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u i s a n a b n o r m a l p r o l i f e r a t i o n o f c e l l s t h a t a r e
c o n f i n e d w i t h i n t h e d u c t s . A b o u t 1 2 0 0 w o m e n ( 1 0 % o f a l l b r e a s t c a n c e r t y p e s )
a r e d i a g n o s e d w i t h D C I S e a c h y e a r i n A u s t r a l i a [ 5 , 9 ] . D C I S c a n b e d e t e c t e d a s
m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s i n a m a m m o g r a m a n d c l a s s i f i c a t i o n o f t h e l e s i o n i s t y p i c a l l y
b a s e d o n t h e a r c h i t e c t u r e . T h e r e a r e f i v e D C I S s u b t y p e s : p a p i l l a r y ,
m i c r o p a p i l l a r y , c r i b r i f o r m , s o l i d , a n d c o m e d o . C u r r e n t d i a g n o s i s i s s t i l l
c h a l l e n g i n g d u e t o t h e h e t e r o g e n o u s n a t u r e o f t u m o u r g r o w t h a n d t h e l a c k o f a
s t a n d a r d i s e d d i a g n o s t i c c l a s s i f i c a t i o n s y s t e m [ 1 , 2 , 6 , 1 3 , 1 4 , 1 6 , 1 8 - 2 0 ] .
N e c r o s i s a n d m i c r o i n v a s i o n o f t h e b a s e m e n t m e m b r a n e a r e u s u a l l y
f o u n d i n t h e c o m e d o s u b t y p e ( h i g h - g r a d e D C I S ) , w h i c h h a s a h i g h e r r i s k o f
d e v e l o p i n g i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r [ 1 8 , 2 0 ] . H i g h - g r a d e D C I S a l s o d i s p l a y s
l i n e a r b r a n c h i n g o r c o a r s e g r a n u l a r c a l c i f i c a t i o n , f o r m a t i o n o f a b n o r m a l n u c l e o l i
a n d c h r o m a t i n a n d c l u s t e r s o f l a r g e p l e o m o r p h i c ( v a r y i n s i z e , s h a p e a n d
s t r u c t u r e ) m a l i g n a n t c e l l s . A l o w - g r a d e D C I S , s u c h a s c r i b r i f o r m D C I S , o f t e n
s h o w s f i n e g r a n u l a r c a l c i f i c a t i o n , s i m i l a r t o b e n i g n l o b u l a r c a l c i f i c a t i o n , t h e
a b s e n c e o f t u b u l e s , s t r o m a l i n f i l t r a t i o n b y t u m o u r c e l l s a n d c l u s t e r s o f m i l d l y
p l e o m o r p h i c m a l i g n a n t c e l l s [ 1 , 1 6 ] .
L o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u i s c o n f i n e d w i t h i n t h e l o b u l e s . I t i s a n o n -
i n v a s i v e m u l t i c e n t r i c p r o l i f e r a t i o n o f a t y p i c a l e p i t h e l i a l c e l l s i n t h e l o b u l e s a n d
t e r m i n a l d u c t s o f t h e b r e a s t [ 1 , 1 6 , 2 1 ] . L C I S a c c o u n t s f o r a b o u t 1 % o f a l l b r e a s t
b i o p s i e s a n d 5 % o f m a l i g n a n t b r e a s t t u m o u r s . T h e r e a r e n o c l i n i c a l o r
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m a m m o g r a p h i c m a n i f e s t a t i o n s o f L C I S , i t c a r r i e s a h i g h e r r i s k o f d e v e l o p i n g
b r e a s t c a r c i n o m a c o m p a r e d w i t h D C I S , a n d i s o f t e n d i a g n o s e d t o g e t h e r w i t h
i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r [ 1 , 1 6 , 2 1 ] .
1 . 3 . 3 I N V A S I V E B R E A S T C A R C I N O M A A N D D I S T A N T M E T A S T A S I S
I n v a s i v e o r m a l i g n a n t b r e a s t c a r c i n o m a o c c u r s w h e n m a l i g n a n t c e l l s
i n v a d e b e y o n d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e o f t h e d u c t o r l o b u l e t o t h e s u r r o u n d i n g
s t r o m a l t i s s u e s [ 1 , 6 , 1 6 ] . T h e r e a r e t w o c l a s s e s o f i n v a s i v e b r e a s t c a r c i n o m a :
i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a ( I D C ) a n d i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a ( I L C ) . T h e
c y t o l o g i c a l f e a t u r e s o f I D C s i n c l u d e c e l l d i s s o c i a t i o n , n u c l e a r e n l a r g e m e n t a n d
i r r e g u l a r n u c l e a r m a r g i n s , a b n o r m a l c h r o m a t i n p a t t e r n s , n u c l e o l i , m i t o s e s , a n d
i n t r a n u c l e a r i n c l u s i o n s [ 1 , 1 6 ] . C y t o l o g i c a l f e a t u r e s o f I L C i n c l u d e t h e p r e s e n c e
o f s i g n e t r i n g c e l l s , a b n o r m a l n u c l e i a n d n u c l e o l i , c e l l s t h a t a r e u s u a l l y s m a l l
w i t h e c c e n t r i c n u c l e i , i n t r a c y t o p l a s m i c v a c u o l e s w i t h t a r g e t o i d m u c i n , a n d l a r g e
c e l l s w i t h a b u n d a n t c y t o p l a s m i n a p l e o m o r p h i c l o b u l a r s u b t y p e [ 1 , 1 6 ] . T h e
t u m o u r c e l l s i n b o t h t y p e s o f i n v a s i v e c a r c i n o m a s c a n d e v e l o p t h e i r o w n b l o o d
v e s s e l s t o s u p p l y o x y g e n a n d n u t r i e n t s [ 1 ] .
M e t a s t a s i s i s t h e t e r m u s e d t o d e s c r i b e t h e s p r e a d o f c a n c e r ; t h e t u m o u r
c e l l s c a n s p r e a d t h r o u g h b l o o d o r l y m p h a t i c v e s s e l s t o o t h e r p a r t s o f t h e b o d y .
W h e n t h e t u m o u r c e l l s a r e c o n t a i n e d w i t h i n t h e b r e a s t a n d a r m p i t a r e a , i t i s
t e r m e d e a r l y b r e a s t c a n c e r . L o c a l l y a d v a n c e d b r e a s t c a n c e r o c c u r s w h e n t h e
t u m o u r c e l l s s p r e a d t o p l a c e s n e a r t h e b r e a s t , s u c h a s t h e c h e s t , b u t n o o t h e r
p a r t s o f t h e b o d y , w h e r e a s s e c o n d a r y c a n c e r i s f o u n d i n o t h e r p a r t s o f t h e b o d y
a n d i s r e f e r r e d t o a s m e t a s t a t i c b r e a s t c a n c e r [ 1 , 1 6 ] .
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1 . 4 B R E A S T C A N C E R T R E A T M E N T S
T r e a t m e n t o f b r e a s t c a n c e r v a r i e s d e p e n d i n g u p o n t h e g r a d e a n d s t a g e
o f t h e c a n c e r . L o c a l i s e d c a r c i n o m a c a n b e r e m o v e d c o m p l e t e l y w i t h a
l u m p e c t o m y , w h i c h c o n t a i n s m a r g i n s f r e e o f t u m o u r . T h i s i s t e r m e d b r e a s t -
c o n s e r v i n g s u r g e r y ( B C S ) [ 1 , 6 , 7 ] . A t t h e s a m e t i m e , s a m p l i n g o f a x i l l a r y l y m p h
n o d e s i s u n d e r t a k e n t o d e t e r m i n e i f l y m p h n o d e m e t a s t a s e s a r e p r e s e n t .
T a m o x i f e n i s u s e d a s t h e p r i m a r y d r u g t r e a t m e n t f o r b r e a s t c a n c e r , f o l l o w e d b y
b r e a s t - c o n s e r v i n g s u r g e r y , r a d i o t h e r a p y , c h e m o t h e r a p y a n d / o r m a s t e c t o m y
[ 1 , 6 , 7 ] . T h e r e i s n o c u r e f o r m e t a s t a t i c b r e a s t c a n c e r b u t t r e a t m e n t s a r e a i m e d
a t i m p r o v i n g t h e q u a l i t y o f l i f e b y r e d u c i n g a n y f u r t h e r s p r e a d a n d g r o w t h o f
c a n c e r [ 1 , 6 , 7 ] .
1 . 5 A L T E R N A T I V E S C R E E N I N G M E T H O D S
T h e e a r l y a n d a c c u r a t e d i a g n o s i s o f c a n c e r i s t h e s i n g l e m o s t i m p o r t a n t
f a c t o r t o i m p r o v e c a n c e r s u r v i v a l r a t e s a n d o p t i m i s e h e a l t h o u t c o m e s f o r
p a t i e n t s . A l t h o u g h t h e t r i p l e a s s e s s m e n t i s t h e s t a n d a r d s c r e e n i n g p r o t o c o l f o r
b r e a s t c a n c e r , m a m m o g r a p h y i s n o t h i g h l y s e n s i t i v e f o r w o m e n u n d e r 5 0 d u e t o
t h e c o n s t a n t c h a n g e s o f t h e b r e a s t c o n t e n t d u r i n g t h e m e n s t r u a l c y c l e . T h e
m a m m o g r a p h i c r e s u l t s a r e f u r t h e r c o m p l i c a t e d b y t h e c o m p o s i t i o n o f
c o n n e c t i v e a n d a d i p o s e t i s s u e s , a s b r e a s t t i s s u e i s l e s s d e n s e i n p r e -
m e n o p a u s a l w o m e n a n d t h u s m o r e d i f f i c u l t t o v i e w [ 1 2 ] . I n a d d i t i o n ,
h i s t o p a t h o l o g y h a s n o t c h a n g e d s i g n i f i c a n t l y i n t h e p a s t 1 0 0 y e a r s . T h e r e i s a
l a r g e s u b j e c t i v e e l e m e n t i n t e r m s o f t h e e x p e r i e n c e o f t h e p a t h o l o g i s t a n d t h e
s a m p l i n g p r o c e d u r e s u s e d t o o b t a i n b i o p s i e s , w h i c h l e a d s t o m a n y f a l s e
p o s i t i v e s a n d n e g a t i v e s [ 1 6 , 2 0 , 2 2 - 2 4 ] . F u r t h e r t e s t s m a y b e r e q u i r e d t o
i m p r o v e t h e d i a g n o s i s a n d s u c h p r o c e d u r e s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e t h e
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p s y c h o l o g i c a l , p h y s i c a l a n d f i n a n c i a l t r a u m a f o r p a t i e n t s [ 7 , 1 4 ] .
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T h e r e c o g n i t i o n o f t h e i m p o r t a n c e o f i m p r o v e d d i a g n o s t i c s i n o p t i m i s i n g
h e a l t h o u t c o m e s h a s l e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f a l a r g e r a n g e o f n e w s c a n n i n g ,
i m a g i n g a n d s p e c t r o s c o p i c d i a g n o s t i c s . W h i l e i n v i v o s c a n n i n g ( c o m p u t e d
t o m o g r a p h i c s c a n n i n g , e T ) a n d i m a g i n g ( m a g n e t i c r e s o n a n c e i m a g i n g , M R I )
t e c h n i q u e s h a v e h a d c o n s i d e r a b l e s u c c e s s i n l o c a t i n g t u m o u r s , t h e y a r e a l s o
e x p e n s i v e , w h i c h h a s p l a c e d l i m i t s o n t h e i r m o r e g e n e r a l u s e . T h e r e f o r e , t h e r e
i s a n o n g o i n g r e q u i r e m e n t t o d e v e l o p n e w d i a g n o s t i c s t h a t a r e f a s t , a c c u r a t e ,
o b j e c t i v e a n d r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e a s a n a l t e r n a t i v e t o h i s t o p a t h o l o g y . R e c e n t
r e s e a r c h u s i n g m a g n e t i c r e s o n a n c e s p e c t r o s c o p y ( M R S ) a n d v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p y h a s d e m o n s t r a t e d t h e p o t e n t i a l o f t h e s e t e c h n i q u e s t o p r o v i d e
a l t e r n a t i v e a n d m o r e o b j e c t i v e d i a g n o s t i c t o o l s i n c a n c e r r e s e a r c h [ 2 5 - 2 9 ] .
T h e s e s p e c t r o s c o p i c t e c h n i q u e s a r e u s e d t o i n v e s t i g a t e c h a n g e s t h a t o c c u r t o
t i s s u e s a t a m o l e c u l a r l e v e l a n d S U b s e q u e n t l y t o i d e n t i f y a n y c e l l u l a r
a b n o r m a l i t i e s w i t h i n t h e b r e a s t .
1 . 5 . 1 M A G N E T I C R E S O N A N C E S P E C T R O S C O P Y
M a g n e t i c r e s o n a n c e s p e c t r o s c o p y , i n p a r t i c u l a r 1 H M R S , i s u s e d t o
i n v e s t i g a t e t h e b i o c h e m i c a l c o m p o s i t i o n s o f t i s s u e s . T h i s i n v o l v e s m e a s u r i n g
t h e 1 H s p e c t r u m o f t h e t i s s u e s a m p l e , t y p i c a l l y o b t a i n e d f r o m f i n e - n e e d l e
a s p i r a t i o n , u s i n g w a t e r s u p p r e s s i o n t o r e d u c e t h e v e r y i n t e n s e s i g n a l f r o m t h e
w a t e r i n t h e t i s s u e s . T h e r e S U l t i n g s p e c t r u m i s v e r y c o m p l e x b e c a u s e o f
o v e r l a p p i n g s i g n a l s f r o m d i f f e r e n t b i o m o l e c u l e s , h o w e v e r , i t i s p o s s i b l e t o t a r g e t
r e g i o n s o f i n t e r e s t t h a t a r e d i a g n o s t i c o f d i s e a s e s t a t e s [ 2 8 - 3 2 ] . A s s u c h , M R S
i s n o w f i n d i n g i t s w a y i n t o t h e c l i n i c a s a n a c c e p t e d m e a n s o f d i a g n o s i n g a
v a r i e t y o f d i s e a s e s i n c l u d i n g c a n c e r o u s a n d p r e c a n c e r o u s c o n d i t i o n s [ 2 8 ] .
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H u m a n b r e a s t t i s s u e i s o n e o f t h e m o s t d i f f i c u l t s a m p l e s f r o m w h i c h t o
o b t a i n a r e l i a b l e d i a g n o s i s f o r m a l i g n a n c y u s i n g M R S d u e t o s i g n a l i n t e r f e r e n c e
f r o m t h e a d i p o s e t i s s u e a n d s u r r o u n d i n g m u s c l e s . P r e v i o u s r e s e a r c h i n
c o l l a b o r a t i o n w i t h M o u n t f o r d e t a l . f r o m T h e I n s t i t u t e f o r M a g n e t i c R e s o n a n c e
R e s e a r c h ( I M R R ) h a s s h o w n t h a t e l e v a t e d l e v e l s o f c h o l i n e ( C h o ) a n d i t s
d e r i v a t i v e s , p h o s p h o c h o l i n e a n d p h o s p h a t i d y l c h o l i n e , a r e a s s o c i a t e d w i t h
m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n s [ 2 8 , 2 9 , 3 1 , 3 3 - 3 9 ] . T h e c h o l i n e m e t a b o l i t e s r e s u l t i n a
s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n t h e r e l a t i v e i n t e g r a t e d i n t e n s i t y o f t h e r e s o n a n c e a t
3 . 2 5 p p m i n w a t e r - s u p p r e s s e d 1 H M R s p e c t r a o f m a l i g n a n t b r e a s t t u m o u r s
( F i g u r e 1 . 5 ) [ 2 8 , 2 9 , 3 1 , 3 3 - 3 9 ) . T h e c r e a t i n e ( C r ) , p h o s p h o c r e a t i n e a n d l y s i n e
r e s o n a n c e a t 3 . 0 5 p p m i s u s e d a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d d u e t o t h e r e l a t i v e l y
i n v a r i a n t a m o u n t s o f t h e s e b i o c h e m i c a l s i n b r e a s t t i s s u e s . W h e n c h o l i n e i s
s t a n d a r d i s e d t o c r e a t i n e , p h o s p h o c r e a t i n e a n d l y s i n e ( c h o l i n e - t o - c r e a t i n e r a t i o ) ,
a c o n s i s t e n t e l e v a t i o n o f t h e c h o l i n e l e v e l w a s o b s e r v e d i n t h e m a l i g n a n t t i s s u e s
( F i g u r e 1 . 5 6 ) c o m p a r e d w i t h t h o s e i n n o r m a l a n d b e n i g n b r e a s t t i s s u e s ( F i g u r e
1 . 5 A ) [ 2 8 , 2 9 , 3 1 , 3 3 - 3 9 ) . T h e 1 H M R S r e s u l t s h a v e s h o w n t h a t m a l i g n a n t t i s s u e s
w e r e d i s t i n g u i s h e d f r o m b e n i g n l e s i o n s w i t h s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f 9 5 %
a n d 9 6 % , r e s p e c t i v e l y [ 2 8 , 2 9 , 3 1 , 3 3 - 3 8 ) .
A s p r e v i o u s l y s t a t e d , o n e o f t h e c h a l l e n g e s f o r M R S i s i t s h i g h s e n s i t i v i t y
t o t h e w a t e r a n d l i p i d r e s o n a n c e s . A d i p o s e t i s s u e s h a v e s t r o n g C H 2 s i g n a l s
f r o m t h e l o n g - h y d r o c a r b o n c h a i n o f t h e l i p i d s , w h i c h m a s k d i a g n o s t i c
i n f o r m a t i o n i n t h e 1 H M R s p e c t r a ( F i g u r e 1 . 6 ) [ 2 9 ) . F i n e n e e d l e a s p i r a t e d
b i o p s i e s a r e u s u a l l y u s e d i n M R S s t u d i e s t o r e d u c e t h e a m o u n t o f a d i p o s e
t i s s u e c o n t e n t c o l l e c t e d d u r i n g t h e b i o p s y p r o c e s s a n d t o l i m i t s a m p l e
h e t e r o g e n e i t y [ 2 9 - 3 2 , 3 9 - 4 1 ) . H o w e v e r , F N A i s u s u a l l y n o t a s a c c u r a t e a s o p e n -
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c o r e b i o p s y , h e n c e , F N A m a y g i v e r i s e t o f a l s e p o s i t i v e a n d n e g a t i v e r e s u l t s .
F u r t h e r m o r e , r e s e a r c h h a s i n d i c a t e d c r o s s - s e c t i o n i n t e r v a l s a s s m a l l a s 1 0 0 I - l m
m u s t b e e x a m i n e d i n o r d e r t o b e a c c u r a t e l y c o r r e l a t e d w i t h t h e M R S d a t a [ 2 8 ] .
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F i g u r e 1 . 5 . I n - v i t r o ' H M R S c o m p a r i s o n o f : ( A ) a b e n i g n b r e a s t l e s i o n ; a n d ( 8 ) a
m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n , s h o w i n g t h e m a j o r d i f f e r e n c e s i n c h o l i n e ( C h o ) a n d c r e a t i n e
( C r ) l e v e l s [ 3 9 ] . L a c : l a c t a t e .
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F i g u r e 1 . 6 . ' H M R s p e c t r a o f l e s i o n s w i t h h i g h a d i p o s e c o n t e n t m a s k i n g t h e d i a g n o s t i c
b a n d s o f c h o l i n e a n d c r e a t i n e : ( A ) b e n i g n ; a n d ( 8 ) m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n s [ 3 9 ] .
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1 . 6 V I B R A T I O N A L S P E C T R O S C O P Y I N C L I N I C A L A N A L Y S I S
1 . 6 . 1 T H E O R Y
V i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y , i n f r a r e d ( I R ) a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i e s , h a s
b e c o m e m o r e r o u t i n e l y u s e d f o r c a n c e r i n v e s t i g a t i o n b y v a r i o u s r e s e a r c h
g r o u p s a r o u n d t h e w o r l d [ 4 2 - 4 8 ] . T h i s i s a s c r i b e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f
a d v a n c e d i m a g i n g a c c e s s o r i e s a n d r e l a t i v e l y l o w - c o s t i n s t r u m e n t a t i o n
c o m p a r e d w i t h t h e c o s t o f m a g n e t i c r e s o n a n c e i n s t r u m e n t s [ 4 9 ] . V i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p y i s a n o n - d e s t r u c t i v e t e c h n i q u e , a l l o w i n g a s a m p l e t o u n d e r g o
f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n a f t e r v i b r a t i o n a l s p e c t r a l a n a l y s i s ; a l t h o u g h t h i s r e q u i r e s
j u d i c i o u s c h o i c e o f l a s e r p o w e r b y t h e u s e r f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y . T h e
m e c h a n i s m o f R a m a n s c a t t e r i n g i s d i f f e r e n t f r o m t h a t o f i n f r a r e d a b s o r p t i o n ,
a n d R a m a n a n d I R s p e c t r a p r o v i d e c o m p l e m e n t a r y i n f o r m a t i o n [ 5 0 , 5 1 ] . A
s c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f i n f r a r e d a b s o r p t i o n a n d t h e R a m a n s c a t t e r i n g
p r o c e s s e s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 . 7 .
I n f r a r e d s p e c t r o s c o p y ( F i g u r e 1 . 7 A ) i s a o n e - p h o t o n e f f e c t a n d t h e
a b s o r p t i o n r e s u l t s i n a v i b r a t i o n a l m o t i o n o f a m o l e c u l e [ 5 2 - 5 4 ] . R a m a n
s p e c t r o s c o p y i s a t w o - p h o t o n s c a t t e r i n g p r o c e s s w i t h o n e p h o t o n ( f r o m a h i g h
e n e r g y m o n o c h r o m a t i c s o u r c e s u c h a s a l a s e r ) i n t e r a c t i n g w i t h a m o l e c u l e t o
p r o d u c e e i t h e r a v i r t u a l s t a t e o r a n e l e c t r o n i c a l l y e x c i t e d m o l e c u l e , w h i c h t h e n
r e l a x e s b a c k t o t h e g r o u n d e l e c t r o n i c s t a t e [ 5 0 - 5 5 ] . T h e m a j o r i t y o f s c a t t e r e d
l i g h t i s u n c h a n g e d i n f r e q u e n c y a n d t h e r a d i a t i o n i s t e r m e d R a y l e i g h s c a t t e r i n g
( F i g u r e 1 . 7 8 ) , w h i c h i s a n e l a s t i c s c a t t e r i n g p r o c e s s [ 5 0 ] . T h e i n e l a s t i c p r o c e s s ,
d u r i n g w h i c h v i b r a t i o n a l e n e r g y i s e x c h a n g e d , i s c a l l e d R a m a n s c a t t e r i n g
[ 5 0 , 5 1 ] . T h e R a m a n s c a t t e r e d l i g h t e n e r g y i s s h i f t e d f r o m t h a t o f t h e i n c i d e n t
l i g h t b y t h e e n e r g i e s o f m o l e c u l a r v i b r a t i o n s .
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F i g u r e 1 . 7 . S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n s o f : ( A ) i n f r a r e d a b s o r p t i o n ; ( 8 ) R a y l e i g h
s c a t t e r i n g ; ( C ) S t o k e s R a m a n s c a t t e r i n g ; ( D ) a n t i - S t o k e s R a m a n s c a t t e r i n g ; ( E )
r e s o n a n c e R a m a n s c a t t e r i n g ; a n d ( F ) f l u o r e s c e n c e . T h e n u m b e r s 0 - 2 r e p r e s e n t
d i f f e r e n t v i b r a t i o n a l l e v e l s ( V v l b ) w i t h i n e a c h e l e c t r o n i c s t a t e .
S t o k e s R a m a n s c a t t e r i n g ( V o - V v l b ' F i g u r e 1 . 7 C ) o c c u r s w h e n t h e
m o l e c u l e i s e x c i t e d f r o m t h e g r o u n d e l e c t r o n i c s t a t e t o a v i r t u a l s t a t e a n d t h e n
r e l a x e s i n t o a h i g h e r v i b r a t i o n a l l e v e l o f t h e e l e c t r o n i c g r o u n d s t a t e . A n t i - S t o k e s
R a m a n s c a t t e r i n g ( V O + V v i b ' F i g u r e 1 . 7 0 ) o c c u r s w h e n t h e m o l e c u l e i s i n i t i a l l y i n
t h e e x c i t e d v i b r a t i o n a l s t a t e , a n d r e l a x e s i n t o t h e v i b r a t i o n a l g r o u n d s t a t e .
T h e s e t w o p r o c e s s e s , h o w e v e r , a r e v e r y w e a k w i t h 1 i n 1 0
6
p h o t o n s b e i n g
R a m a n s c a t t e r e d a s t h e m o l e c u l e i s p r o m o t e d t o a v i r t u a l s t a t e . S t o k e s R a m a n
s p e c t r o s c o p y i s m o r e c o m m o n l y s t u d i e d t h a n a n t i - S t o k e s R a m a n s p e c t r o s c o p y
d u e t o t h e l o w p o p u l a t i o n o f t h e e x c i t e d v i b r a t i o n a l s t a t e s f r o m w h i c h t h e
t r a n s i t i o n s o r i g i n a t e [ 5 0 , 5 1 ] a n d , h e n c e , t h e l a t t e r i s n o t u s e d f o r d i a g n o s t i c s .
W h e n t h e i n c i d e n t p h o t o n h a s a n e n e r g y t h a t c o i n c i d e s w i t h t h e e n e r g y
o f a n a l l o w e d e l e c t r o n i c t r a n s i t i o n s t a t e , t h e e x c i t a t i o n t o t h e e x c i t e d e l e c t r o n i c
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s t a t e a n d s u b s e q u e n t r e l a x a t i o n i n t o t h e e x c i t e d v i b r a t i o n a l s t a t e c o n s t i t u t e s
r e s o n a n c e R a m a n ( R R ) s c a t t e r i n g ( F i g u r e 1 . 7 E ) . R R s c a t t e r i n g i s u s e d t o
e n h a n c e s e l e c t i v e l y t h e i n t e n s i t y o f c e r t a i n v i b r a t i o n a l b a n d s b y a m a g n i t u d e o f
1 0
3
t o 1 0
6
t i m e s i f t h e t r a n s i t i o n s a r e f a v o u r e d b y a c h a n g e i n g e o m e t r y i n t h e
e x c i t e d e l e c t r o n i c s t a t e [ 5 0 , 5 1 ) .
F l u o r e s c e n c e ( F i g u r e 1 . 7 F ) i s a n e f f i c i e n t e m i s s i o n p r o c e s s s e v e r a l
o r d e r s o f m a g n i t u d e s t r o n g e r t h a n R a m a n s c a t t e r i n g . I t o c c u r s w h e n t h e v i r t u a l
e n e r g y l e v e l a n d e x c i t e d e l e c t r o n i c s t a t e s o v e r l a p . T h e m o l e c u l e c a n l o s e
e n e r g y t h r o u g h n o n - r a d i a t i v e p r o c e s s e s a n d t h e n m o v e f r o m a n e x c i t e d
e l e c t r o n i c s t a t e t o t h e g r o u n d e l e c t r o n i c s t a t e . A b r o a d a n d i n t e n s e e m i s s i o n
b a n d i s p r o d u c e d , w h i c h m a s k s t h e w e a k e r R a m a n b a n d s . T h e l i k e l i h o o d o f
f l u o r e s c e n c e o c c u r i n g i n c r e a s e s i f t h e l a s e e x c i t a t i o n u s e d i s w i t h i n t h e v i s i b l e
r e g i o n ( L e . t o w a r d s t h e U V , h i g h e r e n e r g y ) , w h e r e a s u s i n g l o w e r e n e r g y N I R
l a s e r e x c i t a t i o n w i l l g e n e r a l m i n i m i s e t h e f l u o r e s c e n c e . [ 5 0 - 5 5 ] . T h e N I R
e x c i t a t i o n u s e d i n F o u r i e r - t r a n s f o r m ( F T ) R a m a n s y s t e m s r e d u c e s t h e e f f e c t o f
f l u o r e s c e n c e , b u t a l s o r e d u c e s t h e R a m a n s c a t t e r i n g c r o s s - s e c t i o n ( v
4
l a w ) ,
w h i c h d e c r e a s e s w i t h a n i n c r e a s e s i n e x c i t a t i o n w a v e l e n g t h [ 5 2 ] .
1 . 6 . 2 V I B R A T I O N A L M O D E S
T h e r e a r e b a n d s d u e t o t w o c o m m o n t y p e s o f v i b r a t i o n a l m o d e s i n t h e
m i d - i n f r a r e d ( M l R ) r e g i o n t h a t a r e u s e f u l f o r b i o l o g i c a l s t u d i e s ( 4 0 0 0 - 6 5 0 c m -
1
) :
s t r e t c h i n g a n d b e n d i n g m o d e s , s e e F i g u r e 1 . 8 . S t r e t c h i n g m o d e s i n v o l v e
c h a n g e s i n b o n d l e n g t h s , e i t h e r s y m m e t r i c ( v s ) o r a n t i - s y m m e t r i c ( v a s ) .
B e n d i n g , o r d e f o r m a t i o n m o d e s i n v o l v e c h a n g e s i n b o n d a n g l e s i n c l u d i n g i n -
p l a n e r o c k i n g ( p ) , i n - p l a n e s c i s s o r i n g ( 1 1 ) , o u t - o f - p l a n e w a g g i n g ( 0 0 ) a n d o u t - o f -
p l a n e t w i s t i n g ( - r ) .
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S t r e t c h i n g m o d e s : c h a n g e s i n b o n d l e n g t h s
+
. . . - . . . . . . . - . . . . . .
r o c k i n g s c i s s o r i n g w a g g i n g t w i s t i n g / t o r s i o n
B e n d i n g m o d e s : c h a n g e s i n b o n d a n g l e s ( + o u t - a t - p l a n e ; - i n - p l a n e )
F i g u r e 1 . 8 . M o l e c u l a r v i b r a t i o n a l m o d e s : s t r e t c h i n g ( t o p ) a n d b e n d i n g ( b o t t o m ) .
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I n t h e p a s t t w o d e c a d e s F o u r i e r t r a n s f o r m i n f r a r e d ( F T I R ) s p e c t r o s c o p y
h a s s h o w n s i g n i f i c a n t p r o m i s e f o r r o u t i n e m e d i c a l d i a g n o s i s ; t h i s i s a t t r i b u t a b l e
t o a d v a n c e s i n i n s t r u m e n t a t i o n a n d u s e r - f r i e n d l y m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s
s o f t w a r e . N u m e r o u s s t u d i e s h a v e b e e n u n d e r t a k e n t o i n v e s t i g a t e v a r i o u s
h u m a n c a n c e r s , i n c l u d i n g b r e a s t [ 3 3 , 3 9 , 4 6 , 4 7 , 5 6 - 6 3 ) , c o l o n [ 6 4 , 6 5 ) , p r o s t a t e
[ 6 6 ) , b r a i n [ 6 7 - 7 3 ) ; c e r v i x [ 4 8 , 7 4 , 7 5 ) , a n d o t h e r o r g a n s [ 7 6 , 7 7 ) . T h e r e s u l t s o f
t h e s e s t u d i e s c o n s i s t e n t l y d e m o n s t r a t e d t h a t F T I R s p e c t r o s c o p y c o u l d
d i f f e r e n t i a t e m a l i g n a n t l e s i o n s f r o m n o r m a l a n d b e n i g n t i s s u e s .
I n s o m e a s p e c t s i n f r a r e d s p e c t r o s c o p y i s a s i m p l e t e c h n i q u e f o r t i s s u e
b u t t h e r e i s a l w a y s t h e p r o b l e m o f t h e w a t e r t o c o n t e n d w i t h . T i s s u e s c a n b e
s e c t i o n e d a n d m o u n t e d o n i n f r a r e d t r a n s p a r e n t w i n d o w s ( C a F
2
o r B a F
2
) , o r
A g / S n 0 2 t r a n s f l e c t i v e s l i d e s ( t r a n s m i s s i v e t o v i s i b l e l i g h t b u t i n f r a r e d r e f l e c t i v e )
w i t h o u t s t a i n i n g p r i o r t o a n a l y s i s [ 4 2 - 4 7 ) . I m m e d i a t e l y a f t e r s p e c t r a l c o l l e c t i o n ,
t h e s e s e c t i o n s c a n b e s t a i n e d a n d e x a m i n e d , a l l o w i n g d i r e c t c o r r e l a t i o n s w i t h
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s t a n d a r d h i s t o p a t h o l o g i c a l a s s e s s m e n t s [ 7 4 , 7 8 ] . D e t e r m i n a t i o n o f t h e d i s e a s e
s t a t e s a r e b a s e d o n c h a n g e s i n t h e i n t e n s i t i e s , p o s i t i o n s a n d l i n e s h a p e s o f
d i a g n o s t i c b a n d s ( e . g . , w a t e r , p r o t e i n s , n u c l e i c a c i d s , I i p i d s a n d c a r b o h y d r a t e s )
i n t h e m i d - i n f r a r e d r e g i o n ( 4 0 0 0 - 6 5 0 c m -
1
) [ 7 9 ] . F o r e x a m p l e , t h e a m i d e I b a n d
o r i g i n a t e s m a i n l y f r o m t h e s t r e t c h i n g v i b r a t i o n o f t h e C = O g r o u p w i t h i n t h e
p e p t i d e b o n d , a n d t h e i n t e n s i t y , p o s i t i o n a n d I i n e s h a p e o f t h i s b a n d i s s e n s i t i v e
t o t h e s e c o n d a r y s t r u c t u r e c o n f o r m a t i o n ( L e . , a - h e l i x , ~-pleated s h e e t s , ~-turns
a n d r a n d o m c o i l ) [ 5 4 ] .
C h a r a c t e r i s a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n o f b i o l o g i c a l t i s s u e s h a s b e e n
i n v e s t i g a t e d u s i n g t h r e e s p e c t r o s c o p i c t e c h n i q u e s : s i n g l e - p o i n t s p e c t r o s c o p y ,
m a p p i n g , a n d i m a g i n g , o r s o m e c o m b i n a t i o n o f t h e s e t e c h n i q u e s
[ 3 3 , 3 9 , 4 6 , 4 7 , 5 8 - 6 2 , 8 0 , 8 1 ] .
1 . 6 . 3 . 1 S P A T I A L R E S O L U T I O N
S p a t i a l r e s o l u t i o n i s t h e s m a l l e s t s a m p l e a r e a t h a t I R d a t a c o u l d o b t a i n
[ 8 2 ] . B o t h s i n g l e - p o i n t F T I R s p e c t r o s c o p y a n d s y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n - b a s e d
F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y u t i l i s e k n i f e - e d g e a p e r t u r e s f o r d a t a c o l l e c t i o n , w h i l e
F T I R i m a g i n g u s e s a f o c a l - p l a n e a r r a y i n s t e a d o f a p e r t u r e .
T h e t y p i c a l a p e r t u r e f o r c o n v e n t i o n a l F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y i s
a p p r o x i m a t e l y 5 x 5 m m
2
w h e n i t i s f u l l y o p e n e d , w h i c h p r o d u c e t h e m a x i m u m
I R i l l u m i n a t i o n o n t h e s a m p l e r e s u l t i n g i n b e t t e r I R s i g n a l - t o - n o i s e r a t i o ( S I N ) .
T h e d i m e n s i o n s o f t h e b r e a s t d u c t s a n d l o b u l e s r a n g e d f r o m 2 0 I l m t o o v e r
1 0 0 I l m i n d i a m e t e r , h o w e v e r , b y r e d u c i n g t h e a p e r t u r e s i z e t o t h e s m a l l e r
s p a t i a l a r e a s ( 1 0 0 x 1 0 0 I l m 2 ) y i e l d e d p o o r e r S I N [ 8 2 ] . S y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n -
b a s e d F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y ( S R - F T I R ) o f f e r s 1 0 0 t o 1 0 0 0 t i m e s b r i g h t e r
l i g h t s o u r c e t h a n g l o b a r u s e d i n c o n v e n t i o n a l F T I R s p e c t r o m e t e r s , w h i c h c o u l d
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r e s o l v e t h e p r o b l e m o f p o o r S I N i n s m a l l s p a t i a l r e s o l u t i o n . T h e h i g h b r i g h t n e s s
o f t h e s y n c h t r o t r o n s o u r c e c o u l d i n v e s t i g a t e s m a l l a r e a s w i t h a c c e p t a b l e o r
b e t t e r S I N [ 8 2 - 8 8 ] . T h e a p e r t u r e c o u l d b e r e d u c e d t o t h e s p a t i a l r e s o l u t i o n o f -
3 x 3 ~m2, w h i c h c o u l d c o l l e c t I R i n f o r m a t i o n a t s u b - c e l l u l a r l e v e l , s u c h a s c e l l
d i f f e r e n t i a t i o n [ 8 5 ] .
A p e r t u r e i s n o t u s e d i n t h e f o c a l - p l a n e a r r a y F T I R i m a g i n g , i n s t e a d ,
m u l t i - c h a n n e l a r r a y d e t e c t o r i s u s e d , w h i c h c o m p r i s e s i n d i v i d u a l p i x e l g r i d a t a
s p e c i a l a r r a n g e m e n t ( e . g . , 1 x 1 6 o r 6 4 x 6 4 ) [ 8 2 ] . E a c h g r i d h a s a t h e o r e t i c a l
s p a t i a l r e s o l u t i o n o f 6 . 2 5 ~m a n d t h e s y s t e m c a n c o l l e c t I R s p e c t r a
s i m u l t a n e o u s l y i n a r e l a t i v e l y s h o r t t i m e , c . f . I R m a p p i n g ( b o t h s i n g l e - p o i n t
m a p p i n g a n d S R - F T I R m a p p i n g ) .
1 . 6 . 3 . 2 S I N G L E - P O I N T M I C R O S P E C T R O S C O P Y
C e l l p r o l i f e r a t i o n i s a c h a r a c t e r i s t i c o f b r e a s t c a n c e r a n d o r i g i n a t e s f r o m
t h e l o b u l e s o r t h e d u c t s . T h i s p r o l i f e r a t i o n r e s u l t s i n h i g h e r n u c l e i c a c t i v i t y t h a n
i n n o r m a l t i s s u e s , a n d t h e p r e s e n c e o f s u c h a c t i v i t y i s a p r o p o s e d m e t h o d f o r
d i f f e r e n t i a t i o n o f d i f f e r e n t b r e a s t l e s i o n s b y m e a s u r i n g t h e a b s o r b a n c e s
a t t r i b u t e d t o n u c l e i c a c i d s a n d p r o t e i n s . T h i s h a s b e e n i l l u s t r a t e d b y t h e
e x t e n s i v e w o r k o f M a n t s c h a n d c o - w o r k e r s w h o h a v e s u c c e s s f u l l y d i s t i n g u i s h e d
b e t w e e n m a l i g n a n t , n o r m a l a n d b e n i g n b r e a s t t i s s u e s [ 6 0 , 8 0 , 8 9 - 9 4 ] . T h i s
e a r l i e r r e s e a r c h w a s u n d e r t a k e n w i t h s i n g l e - p o i n t I R m i c r o s p e c t r o s c o p y . W i t h
t h i s t e c h n i q u e , a t r a n s m i s s i o n o r a r e f l e c t i o n s p e c t r u m i s c o l l e c t e d a t a d e f i n e d
a r e a o f t h e t i s s u e s e c t i o n a n d i n t e r p r e t e d b y e x a m i n i n g s p e c t r a l d i f f e r e n c e s i n
d i a g n o s t i c b a n d s , i n c l u d i n g t h o s e d u e t o p r o t e i n s ( a m i d e s ) , n u c l e i c a c i d s
( p h o s p h o d i e s t e r b a c k b o n e ) , I i p i d s ( I i ( C H
2
) ) a n d c a r b o h y d r a t e s ( g l y c o g e n ) [ 7 9 ] .
H o w e v e r , s p e c t r a o f b i o l o g i c a l s a m p l e s a r e n o t o r i o u s l y c o m p l i c a t e d d u e
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t o t h e h e t e r o g e n o u s n a t u r e o f t h e s a m p l e . A s t h e a p e r t u r e u s e d i n F T I R
m i c r o s p e c t r o s c o p y i s t y p i c a l l y l a r g e , I R i n f o r m a t i o n c o u l d i n c l u d e t h e
s u r r o u n d i n g t i s s u e s , e . g . , a d i p o s e t i s s u e a n d c a n c e r o u s c e l l s , w h i c h c o u l d
a f f e c t t h e I R s p e c t r u m a n d c l a s s i f i c a t i o n o f t h e t i s s u e s . I n g e n e r a l , t h e r e a r e
n u m e r o u s s p e c t r a l r e g i o n s , w h i c h c o n t a i n b r o a d a n d o v e r l a p p i n g b a n d s
r e s u l t i n g f r o m t h e b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s h a v i n g s i m i l a r f u n c t i o n a l i t y . T h e
s p e c t r a o f b r e a s t t i s s u e s a r e d o m i n a t e d b y t h e e p i t h e l i a l c e l l s o f t h e d u c t s a n d
l o b u l e s , a d i p o s e t i s s u e s a n d c o l l a g e n f r o m t h e c o n n e c t i v e t i s s u e s [ 6 0 , 8 0 , 8 9 -
9 4 ] .
T h e 3 0 5 0 - 2 8 0 0 c m -
1
a n d 1 5 0 0 - 9 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n s a r e
p a r t i c u l a r l y i n f o r m a t i v e . T h e 3 6 0 0 - 3 1 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n i s u s u a l l y
n e g l e c t e d d u e t o t h e p r e s e n c e o f s t r o n g l y a b s o r b i n g w a t e r b a n d s i n t h e
b i o l o g i c a l s a m p l e s [ 8 0 , 9 3 ] . H o w e v e r , G a o a n d C i h a v e a l s o d i s c u s s e d t h e
i m p o r t a n c e o f t h i s r e g i o n , w h i c h c o n t a i n s b a n d s a r i s i n g f r o m N - H g r o u p s i n
p r o t e i n s , a n d - N H 2 g r o u p s i n n u c l e i c a c i d s [ 5 9 ] . T h e s p e c t r a o f n o r m a l ,
h y p e r p l a s t i c , b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t t i s s u e s w e r e f o u n d t o d i f f e r i n t h e
r e l a t i v e b a n d i n t e n s i t i e s o f p r o t e i n s a n d n u c l e i c a c i d s , t o g e t h e r w i t h f e a t u r e s
a s s i g n e d t o s t r o n g l y h y d r o g e n - b o n d e d w a t e r ( S B W ) a n d w e a k l y h y d r o g e n -
b o n d e d w a t e r ( W B W ) . A n i n c r e a s e i n t h e i n t e n s i t y o f t h e S B W b a n d w a s
o b s e r v e d i n n o r m a l t i s s u e s c o m p a r e d w i t h a b n o r m a l t i s s u e s a n d a d e c r e a s e i n
t h e i n t e n s i t y o f W B W b a n d w a s o b s e r v e d i n b e n i g n a n d m a l i g n a n t t i s s u e s . T h e
r e s u l t s , h o w e v e r , c o u l d n o t b e u s e d t o s e p a r a t e t h e s p e c t r a o f h y p e r p l a s i a ,
f i b r o a d e n o m a a n d c a r c i n o m a s a m p l e s [ 5 9 ] .
C i e t a l . d e m o n s t r a t e d t h a t n o r m a l a n d d i s e a s e d b r e a s t t i s s u e s h a d
s t r i k i n g l y d i f f e r e n t s p e c t r a [ 6 1 , 6 2 , 9 5 ] . T h e b a n d a t 9 7 0 c m -
1
f r o m t h e
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p h o s p h o r y l a t e d p r o t e i n s w a s o b s e r v e d t o b e c o m e s h a r p e r a n d s t r o n g e r i n t h e
c a r c i n o m a I R s p e c t r a , w h i c h s u g g e s t s t h a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e
p h o s p h o r y l a t e d p r o t e i n s h a d i n c r e a s e d . T h e c o l l a g e n b a n d s a t 1 3 3 8 , 1 2 8 0 a n d
1 2 0 4 c m -
1
w e r e w e a k a n d b r o a d i n t h e c a r c i n o m a t i s s u e s p e c t r a , c o m p a r e d t o
s p e c t r a f r o m b e n i g n t i s s u e [ 6 1 , 6 2 , 9 5 ] . I n c r e a s e d p e a k i n t e n s i t i e s f o r t h e n u c l e i c
a c i d b a n d s a t 1 2 4 0 a n d 1 0 8 0 c m -
1
w e r e a l s o n o t e d t o b e i n d i c a t i v e o f
m a l i g n a n c y a n d r e s u l t f r o m i n c r e a s e d c e l l p r o l i f e r a t i o n . V a r i o u s b a n d i n t e n s i t y
r a t i o s w e r e u s e d t o d i s t i n g u i s h m a l i g n a n t f r o m n o r m a l t i s s u e s [ 6 1 , 6 2 , 9 5 ] .
1 . 6 . 3 . 3 A T T E N U A T E D T O T A L R E F L E C T I O N F T l R S P E C T R O S C O P Y
A t t e n u a t e d t o t a l r e f l e c t i o n ( A T R ) o r i n t e r n a l r e f l e c t i o n s p e c t r o s c o p y ( I R S )
i s a v e r s a t i l e ( m i n i m a l s a m p l e p r e p a r a t i o n ) i n f r a r e d s a m p l i n g t e c h n i q u e , w h i c h
u t i l i s e s t h e p h e n o m e n o n o f t o t a l i n t e r n a l r e f l e c t i o n . T h e b a s i c e l e m e n t o f a n
A T R c e l l i s a h i g h r e f r a c t i v e i n d e x c r y s t a l , s u c h a s d i a m o n d o r z i n c s e l e n i d e
( Z n S e ) [ 5 2 , 9 6 ] . I f t h e a n g l e o f i n c i d e n c e ( 8 i ) i s g r e a t e r o r e q u a l t o t h e c r i t i c a l
a n g l e ( 8
c
) , t h e n i n t e r n a l r e f l e c t i o n w i l l o c c u r [ 5 2 , 9 6 ] . E q u a t i o n 1 . 1 s h o w s t h e
c r i t i c a l a n g l e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e r e f r a c t i v e i n d e x ( R I ) o f t h e s a m p l e a n d
t h e A T R c r y s t a l m a t e r i a l . T h e c o m p o s i t e d i a m o n d / Z n S e i n t e r n a l r e f l e c t i o n
e l e m e n t ( I R E ) i n t h i s e x a m p l e h a s a r e f r a c t i v e i n d e x o f 2 . 4 0 3 [ 5 2 , 9 6 ] .
S a m p l e
Z n S e / D i a m o n d
A T R c r y s t a l
T o d e t e c t o r
8
c
I R R a d i a t i o n 1 . /
F i g u r e 1 . 9 . S c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f a n a t t e n u a t e d t o t a l r e f l e c t a n c e c e l l .
T / 2
8
c
= s i n -
1
-
T / ,
( 1 . 1 )
T / 2 = r e f r a c t i v e i n d e x o f s a m p l e
T / ' = r e f r a c t i v e i n d e x o f t h e c r y s t a l m a t e r i a l
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T h e d e p t h o f p e n e t r a t i o n ( d
p
) i s t h e d e p t h t o w h i c h t h e e v a n e s c e n t w a v e
p e n e t r a t e s a n d , t h e r e f o r e , t h e d e p t h o f s a m p l e [ 5 2 , 9 6 ] . I t i s p r o p o r t i o n a l t o t h e
w a v e l e n g t h , a n d i s e x p r e s s e d i n E q u a t i o n 1 . 2 :
2 1 r Y J ,
d
p
= , } . .
S i n
2
e - (~J
( 1 . 2 )
d
p
= d e p t h o f p e n e t r a t i o n
/ , . = w a v e l e n g t h ( n m )
e = a n g l e o f i n c i d e n c e
A c c o r d i n g t o t h e l i t e r a t u r e , t h e r e f r a c t i v e i n d i c e s 7 /
2
o f a d i p o s e a n d
g l a n d u l a r b r e a s t t i s s u e s a r e a p p r o x i m a t e l y 1 . 4 5 5 a n d 1 . 4 , r e s p e c t i v e l y [ 9 7 ] , a n d
i f e = 4 5 ° , t h e R I o f Z n S e I R E 7 /
1
= 2 . 4 4 , t h e d
p
a t 1 6 5 0 c m -
1
( a m i d e I ) a n d
I l ( C H
2
) b a n d o f a d i p o s e t i s s u e a n d g l a n d u l a r b r e a s t t i s s u e s a r e 1 . 0 4 a n d
0 . 9 6 l t m f o r , r e s p e c t i v e l y . T h e d e p t h o f p e n e t r a t i o n a t h i g h e r w a v e n u m b e r s
( 3 0 0 0 c m - l , d
p
= 0 . 5 2 l t m f o r g l a n d u l a r b r e a s t t i s s u e ) i s n o t a b l y l e s s t h a n a t
l o w e r w a v e n u m b e r s ( 1 0 0 0 c m - l , d
p
= 1 . 5 8 l t m ) .
S e v e r a l r e s e a r c h g r o u p s h a v e u s e d A T R - F T I R s p e c t r o s c o p y t o
i n v e s t i g a t e b r e a s t t u m o u r s [ 9 8 - 1 0 1 ] . T h e m a i n c h a r a c t e r i s t i c d i f f e r e n c e t h a t
w a s o b s e r v e d i n m a l i g n a n t t i s s u e w a s a s h i f t i n t h e p o s i t i o n o f t h e
p h o s p h o d i e s t e r v i b r a t i o n V a s ( P 0 2 - ) o f n u c l e i c a c i d s f r o m 1 2 4 0 t o 1 2 3 4 c m -
1
.
T h e p r e d o m i n a n t s e c o n d a r y s t r u c t u r e o f p r o t e i n s i n m a l i g n a n t t u m o u r s w a s
r e p o r t e d t o b e a - h e l i c e s . T h e a u t h o r s a l s o f o u n d t h a t t h e i n t e g r a l a r e a r a t i o s o f
p r o t e i n s , l i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s b a n d s , w e r e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n m a l i g n a n t
t h a n b e n i g n a n d n o r m a l t i s s u e s [ 9 8 - 1 0 1 ] . T h e s e f i n d i n g s w e r e i n d i c a t i v e o f a n
i n c r e a s i n g d e g r e e o f h y d r o g e n - b o n d i n g o f o x y g e n a t o m s i n t h e n u c l e i c a c i d
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b a c k b o n e i n t h e m a l i g n a n t t i s s u e s w i t h d e c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n s o f c o l l a g e n
a n d g l y c o g e n ( m a j o r c o m p o n e n t s o f s t r o m a ) [ 1 0 0 ] .
1 . 6 . 3 . 4 F O C A L - P L A N E A R R A Y F T l R I M A G I N G
F o c a l - p l a n e a r r a y ( F P A ) d e t e c t o r u s e d i n F T I R i m a g i n g c o l l e c t s m u l t i p l e
s p e c t r a s i m u l t a n e o u s l y o v e r a r e l a t i v e l y l a r g e s a m p l e a r e a ( e . g . , i m a g e s i z e o f
3 5 0 x 3 5 0 1 1 m 2 ) . T h e c o l l e c t i o n t i m e f o r e a c h i m a g e i s w i t h i n a f e w m i n t u e s
d e p e n d i n g o n t h e s p e c t r a l r e s o l u t i o n c o m p a r e d t o p o i n t - b y - p o i n t m a p p i n g ,
w h e r e c o l l e c t i o n t i m e c o u l d t a k e t e n s o f h o u r s w i t h a s p a t i a l r e s o l u t i o n n o b e t t e r
t h a n 1 5 x 1 5 I A m
2
[ 4 9 ] . E a c h i m a g e c a n b e i n t e r p r e t e d a s a n i n f o r m a t i o n - r i c h
d a t a c u b e c o n t a i n i n g 6 4 x 6 4 = 4 0 9 6 ( t y p i c a l ) i n d i v i d u a l p i x e l s p e c t r a ( F i g u r e
1 . 1 0 ) .
F i g u r e 1 . 1 0 . F o c a l - p l a n e a r r a y F T I R i m a g i n g t e c h n i q u e s h o w i n g m U l t i p l e g r i d s . E a c h
g r i d r e p r e s e n t s a n i m a g e o f t h e a b s o r b a n c e s o f t h e s a m p l e a t a p a r t i c u l a r
w a v e n u m b e r . T h e s p e c t r u m o f a p o i n t o n t h e s a m p l e i s r e p r e s e n t e d b y t h e l i n e o f a
p a r t i c u l a r p i x e l t h r o u g h a l l t h e g r i d s . I R i m a g e s c a n b e c o n s t r u c t e d b a s e d o n t h e
i n t e n s i t y , a r e a , o r r e l a t i v e d i a g n o s t i c b a n d r a t i o s , r e s u l t i n g i n a f u n c t i o n a l g r o u p m a p
s h o w i n g t h e d i s t r i b u t i o n o f s p e c i f i c b a n d ( s ) o f i n t e r e s t o n t h e s a m p l e .
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F u n c t i o n a l g r o u p m a p s , o r i m a g e s , a r e u s u a l l y c o n s t r u c t e d b y c a l c u l a t i n g
t h e a r e a u n d e r n e a t h t h e d i a g n o s t i c p e a k s f o r e a c h s p e c t r u m a n d t h e n p l o t t i n g
t h i s v a l u e v e r s u s t h e x , y p o s i t i o n w h e r e t h e s p e c t r u m w a s c o l l e c t e d [ 4 9 ] . T h e s e
m a p s o r i m a g e s t h e n i l l u s t r a t e t h e d i s t r i b u t i o n o f e a c h b i o c h e m i c a l c o m p o n e n t
( L e . , p r o t e i n s , n u c l e i c a c i d s a n d l i p i d s ) a n d c a n b e d i r e c t l y c o m p a r e d w i t h
h i s t o p a t h o l o g y .
1 . 6 . 3 . 4 . 1 F P A · I M A G I N G F O R M E D I C A L A N A L Y S I S
I n f r a r e d i m a g i n g h a s b e c o m e a p o p u l a r t e c h n i q u e f o r c a n c e r
i n v e s t i g a t i o n d u e t o i t s r a p i d s p e c t r a l c o l l e c t i o n a n d a b i l i t y t o v i s u a l i s e t h e
c e l l u l a r c o m p o n e n t d i s t r i b u t i o n i n t i s s u e s e c t i o n s . S e v e r a l a u t h o r s h a v e
e m p l o y e d m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ( M S A ) t o c o m p l e m e n t I R i m a g i n g a n d
t o i d e n t i f y a n d d i f f e r e n t i a t e b e t w e e n t i s s u e c o m p o n e n t s , f o r e x a m p l e , t h e
c a n c e r o u s a n d n o n - c a n c e r o u s c e l l s [ 7 4 , 7 8 , 9 1 , 1 0 2 - 1 0 6 ) . T h e c o m m o n M S A
t e c h n i q u e s a p p l i e d t o m e d i c a l a n a l y s i s i n c l u d e p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s
( P C A ) , h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( H C A ) , a r t i f i c i a l n e u r a l n e t w o r k a n a l y s i s
( A N N ) , k - m e a n s ( K M C ) a n d f u z z y c - m e a n s ( F C M ) c l u s t e r a n a l y s i s a n d l i n e a r
d i s c r i m i n a n t a n a l y s i s ( L O A ) ( d e t a i l s i n S e c t i o n 1 . 7 ) [ 7 4 , 7 8 , 9 1 , 1 0 2 - 1 0 6 ) .
T h e s e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s e x a m i n e t h e s p e c t r a l v a r i a t i o n s a m o n g s t
i n d i v i d u a l s p e c t r a i n t h e i n f o r m a t i o n - r i c h d a t a c u b e a n d c l u s t e r s i m i l a r s p e c t r a
( e . g . , t h o s e f r o m t h e c a n c e r o u s e p i t h e l i a l c e l l s ) i n t o g r o u p s a n d a s s i g n s p e c i f i c
c o l o u r c o d e s . T h e r e s u l t i n g p s e u d o - c o l o u r c l u s t e r m a p s c a n t h e n b e c o r r e l a t e d
w i t h t h e h a e m a t o x y l i n a n d e o s i n ( H & E ) s t a i n e d s e c t i o n s . A s H & E s t a i n e d
s e c t i o n s m i g h t n o t d i f f e r e n t i a t e s p e c i f i c t y p e s o f c a n c e r o u s c e l l s , t h e s e M S A -
b a s e d f u n c t i o n a l g r o u p m a p s c o u l d p r o v i d e v i t a l i n f o r m a t i o n i n a s s i s t i n g t i s s u e
c l a s s i f i c a t i o n a n d u l t i m a t e l y i n c r e a s e d i a g n o s t i c a c c u r a c y [ 7 8 ) .
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L a s c h e t a l . c o m p a r e d t h r e e d i f f e r e n t c l u s t e r i n g a l g o r i t h m s ( H C A , F C M
a n d K M C ) t o a s s e m b l e I R s p e c t r a l m a p s f r o m a c o l o r e c t a l a d e n o c a r c i n o m a
s e c t i o n s [ 7 8 ) . T h e a i m o f t h i s s t u d y w a s t o e v a l u a t e w h i c h c l u s t e r a n a l y s i s
p r o d u c e d t h e b e s t i n f o r m a t i o n f o r t i s s u e c o m p o n e n t i d e n t i f i c a t i o n . D i f f e r e n t
n u m b e r o f c l u s t e r s ( 2 , 4 , 6 , 8 a n d 1 1 ) w e r e a p p l i e d i n e a c h a l g o r i t h m o n t h e
c a r c i n o m a s e c t i o n a n d t h e r e s u l t i n g p s e u d o - c o l o u r m a p s c l e a r l y d i s t i n g u i s h e d
t h e t i s s u e t y p e s a n d c o u l d b e d i r e c t l y c o m p a r e d w i t h t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n .
I t w a s d e t e r m i n e d t h a t s i x c l u s t e r s w e r e a b l e t o c l a s s i f y t h e m a j o r m o r p h o l o g i c a l
t i s s u e c o m p o n e n t s o f t h e c o l o r e c t a l a d e n o c a r c i n o m a w h e n t h e c l u s t e r m a p s
w e r e c o m p a r e d w i t h t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n [ 7 8 ) . T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t
H C A p r o v e d t o b e t h e b e s t a l g o r i t h m f o r t i s s u e s t r u c t u r e d i f f e r e n t i a t i o n , b u t a l s o
t h e m o s t C P U - i n t e n s i v e i m a g e m e t h o d o l o g y ( 4 . 5 h r ) c o m p a r e d w i t h t h e F C M
( 3 0 m i n ) a n d K M C ( 7 m i n ) c l u s t e r i n g a l g o r i t h m s . T h e a u t h o r s a l s o d e v e l o p e d a
d e d i c a t e d I R i m a g i n g a n a l y s i s p r o g r a m - C y t o s p e c , w h i c h i s c o m p a t i b l e w i t h
i m a g i n g f i l e s c o l l e c t e d f r o m v a r i o u s i n s t r u m e n t a t i o n c o m p a n i e s . T h e b u i l t - i n
m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s c a n b e a p p l i e d d i r e c t l y t o t h e i m a g i n g d a t a c u b e
[ 1 0 7 ) .
W o o d e t a l . h a v e d e m o n s t r a t e d t h e a d v a n t a g e o f c o m b i n e d F P A
t e c h n o l o g y a n d H C A a s a r a p i d , n o n - s u b j e c t i v e a n a l y t i c a l t o o l f o r t h e
i d e n t i f i c a t i o n o f a n a t o m i c a l f e a t u r e s i n c e r v i c a l t i s s u e s [ 7 4 ) . F u n c t i o n a l g r o u p
m a p s b a s e d o n t h e a m i d e I b a n d , a t 1 6 5 0 c m -
1
, a n d t h e s p e c t r a l r a n g e o f
1 3 0 0 - 1 2 0 0 c m -
1
( b a n d s d u e t o n u c l e i c a c i d s a n d c a r b o h y d r a t e s ) w e r e p l o t t e d .
T h e m a p s c l e a r l y i l l u s t r a t e d t h e a r e a s w i t h h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f t h e s e
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s ; h o w e v e r , t h e s p e c i f i c t i s s u e t y p e s c o u l d n o t b e
d i f f e r e n t i a t e d . T h e h i s t o l o g i c a l f e a t u r e s o f t h e h i g h - g r a d e c e r v i c a l d y s p l a s i a
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w e r e d i f f e r e n t i a t e d u s i n g H C A i n t h e s p e c t r a l r e g i o n s o f 1 8 0 0 - 9 5 0 c m -
1
a n d
1 7 0 0 - 1 5 7 0 c m -
1
[ 7 4 ] .
D i e m e t a l . e x a m i n e d a l a r g e l y m p h n o d e ( - 5 m m x 1 . 5 m m ) u s i n g I R
i m a g i n g a n d H C A . T h e r e s u l t i n g m a p s ( - 1 0 0 m m
2
) w e r e p l o t t e d u s i n g t h e
f i n g e r p r i n t r e g i o n ( 1 8 0 0 - 8 0 0 c m - \ w h i c h c l e a r l y s e p a r a t e d f o l l i c l e s , p a r a c o r t e x ,
m e d u l l a r y c o r d , c a p s u l e a n d f a t t y t i s s u e s [ 1 0 8 ] . T h e s e i m a g i n g r e s u l t s
s t r e n g t h e n e d t h e F P A - F T I R i m a g i n g t e c h n i q u e a s a p o t e n t i a l d i a g n o s t i c t o o l .
T h e a u t h o r s a l s o d i s c u s s e d t h e a d v a n t a g e s a n d p o s s i b l e d i s a d v a n t a g e s o f
i n f r a r e d i m a g i n g ( d i s p e r s i o n a r t e f a c t s ) a n d H C A ( l o n g c o m p u t i n g t i m e f o r
a n a l y s i s o f l a r g e I R i m a g e m a p s ) .
1 . 6 . 3 . 4 . 2 I R I M A G I N G F O R B R E A S T C A N C E R D I A G N O S I S
I R i m a g i n g s t u d i e s t h a t h a v e i n v e s t i g a t e d b r e a s t c a n c e r h a v e b e e n
l i m i t e d [ 4 6 , 4 7 ] . A s d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n , D C I S i s n o t c l a s s i f i e d a s a
m a l i g n a n t c a n c e r b u t i t s p r e s e n c e i s b e l i e v e d t o b e a n i n d i c a t o r o f a h i g h e r r i s k
o f d e v e l o p i n g i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r [ 1 ] . T h e u n c o n t r o l l a b l e c e l l g r o w t h w i t h i n
t h e D C I S d u c t r e s u l t s i n a n i n c r e a s e i n t h e n u m b e r o f n u c l e i a n d c o n s e q u e n t l y
a n i n c r e a s e i n t h e i n t e n s i t y o f b a n d s a t t r i b u t e d t o n u c l e i c a c i d s ( p h o s p h a t e
b a c k b o n e o f D N A a n d R N A ) i n t h e I R s p e c t r u m [ 5 4 ] .
F a b i a n e t a l . e x a m i n e d a b r e a s t t i s s u e s e c t i o n c o n t a i n i n g a D C I S u s i n g
t h e t r a d i t i o n a l p o i n t - b y - p o i n t m a p p i n g t e c h n i q u e a n d i m a g i n g u s i n g a F P A
d e t e c t o r t o i l l u s t r a t e t h e a d v a n t a g e s o f t h e i m a g i n g t e c h n i q u e . I m a g i n g e n a b l e d
t h e s i m u l t a n e o u s c o l l e c t i o n o f m U l t i p l e s p e c t r a ( 4 0 9 6 ) w i t h a s p a t i a l r e s o l u t i o n
n e a r t h e d i f f r a c t i o n l i m i t . T h e s t u d y a l s o d e m o n s t r a t e d t h e a d d e d b e n e f i t o f
d e t e c t i n g m i c r o - a r e a s o f h i g h n u c l e a r a c t i v i t y , w h i c h w e r e n o t d e t e c t e d u s i n g
t h e t r a d i t i o n a l p o i n t - b y - p o i n t m a p p i n g t e c h n i q u e [ 4 6 , 4 7 ] . L a t e r r e s e a r c h f r o m
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t h i s g r o u p d e m o n s t r a t e d t h a t c l u s t e r - a n a l y s i s - b a s e d i m a g e s c o u l d c l a s s i f y a n d
c o r r e l a t e w i t h t h e n o r m a l , b e n i g n , D C I S a n d m a l i g n a n t l e s i o n s [ 1 0 9 ] . T h e u s e
o f c l u s t e r a n a l y s i s e n a b l e d t h e s e p a r a t i o n o f i n d i v i d u a l b r e a s t t i s s u e
c o m p o n e n t s b u t f u n d a m e n t a l c h a n g e s i n t h e s h a p e s a n d s i z e s o f n u c l e i w i t h i n
t h e b r e a s t l e s i o n s w e r e n o t w e l l d i f f e r e n t i a t e d [ 4 6 , 4 7 ] .
K - m e a n s c l u s t e r ( K M C ) a n a l y s i s o b t a i n s a h a r d c l a s s m e m b e r s h i p f o r
e a c h s p e c t r u m , a n d e a c h c l a s s m e m b e r s h i p i s r e p r e s e n t e d b y 0 o r 1 ( d e t a i l e d
i n S e c t i o n 1 . 7 . 2 ) [ 7 8 ] . T h e a n a l y s i s h a d b e e n u s e d t o d i f f e r e n t i a t e c e l l s f r o m t h e
m e d i u m a n d n o n - c e l l u l a r c o m p o n e n t s i n c u l t u r e s o f H s 5 7 8 B h u m a n b r e a s t
n o r m a l a n d c a n c e r o u s c e l l l i n e s [ 1 1 0 ] . T w o c l u s t e r s w e r e f o u n d t o s e p a r a t e t h e
s p e c t r a l d a t a i n t o c e l l a n d n o n - c e l l c l u s t e r s . T h e d i s c r i m i n a t i o n o f n o r m a l a n d
c a r c i n o m a c e l l s w e r e t h e n c l a s s i f i e d b y m o r e a d v a n c e d a r t i f i c i a l n e u r a l n e t w o r k
a n a l y s i s [ 1 1 0 ] .
1 . 6 . 3 . 5 S Y N C H R O T R O N - R A D I A T I O N - B A S E D F T I R M A P P I N G
F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y , u s i n g a g l o b a r s o u r c e , i s l i m i t e d b y t h e l o w
i n t r i n s i c b r i g h t n e s s o f t h e s o u r c e a n d d i f f r a c t i o n e f f e c t s t h a t o c c u r w h e n t h e
a p e r t u r e s i z e i s r e d u c e d b e l o w 3 5 t o 5 0 I J m - d e p e n d i n g o n t h e t y p e o f i n f r a r e d
m i c r o s c o p e [ 8 8 ] . A s a c o n s e q u e n c e , l e s s l i g h t e n t e r s t h e d e t e c t o r a n d t h e r e i s
a d e c r e a s e i n t h e s i g n a l - t o - n o i s e ( S I N ) r a t i o o f t h e s p e c t r u m [ 8 8 ] . S y n c h r o t r o n -
r a d i a t i o n - b a s e d F T I R ( S R - F T I R ) m i c r o s p e c t r o s c o p y t a k e s a d v a n t a g e o f t h e
e x t r e m e l y b r i g h t ( 1 0 0 0 t i m e s m o r e i n t e n s e t h a n a c o n v e n t i o n a l g l o b a r I R
s o u r c e ) , a n d n o n - d i v e r g e n t c h a r a c t e r i s t i c s ( h i g h l y c o l l i m a t e d l i k e a l a s e r ) o f t h e
s y n c h r o t r o n s o u r c e i n w h i c h a s i m i l a r i n t e n s i t y b e a m o f l i g h t i s f o c u s e d i n t o a
v e r y s m a l l a r e a [ 8 8 ] . T h e s e c h a r a c t e r i s t i c s a l l o w t h e u s e o f s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r
a p e r t u r e s i z e s ( 3 - 1 0 I J m ) , f a s t e r d a t a c o l l e c t i o n , g o o d s p e c t r a l S I N , a n d s p a t i a l
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r e s o l u t i o n l i m i t e d o n l y b y d i f f r a c t i o n [ 1 1 1 ] . A s s u c h , S R - F T I R s p e c t r o s c o p y i s a
n e w a p p r o a c h f o r t h e s t u d y o f b i o l o g i c a l s a m p l e s s u c h a s a p p l i c a t i o n s i n c a n c e r
d i a g n o s i s i n c l u d i n g t h o s e o f t h e p r o s t a t e , c e r v i x a n d b r e a s t , a s w e l l a s m i c r o -
o r g a n i s m i d e n t i f i c a t i o n [ 8 6 , 8 8 , 1 1 2 - 1 1 5 ] .
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W e t z e l e t a l . i n v e s t i g a t e d c o l l a g e n s a n d e l a s t i n i n t w e n t y h u m a n
c o r o n a r y t i s s u e s e c t i o n s t o s h o w t h e p o t e n t i a l o f u s i n g S R - F T I R m a p p i n g f o r
i n v e s t i g a t i n g v a s c u l a r c h a n g e s a n d p r o t e i n c o m p o s i t i o n a s s o c i a t e d w i t h
c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e [ 1 1 6 ] . T h e p r e l i m i n a r y r e s u l t s s h o w e d t h a t d i f f e r e n t
c o l l a g e n a n d e l a s t i n d i s t r i b u t i o n s w e r e l o c a t e d i n t h e f i b r o a t h e r o m a s a n d c o u l d
b e u s e d t o i d e n t i f y t h e p o t e n t i a l f o r c a r d i a c a t t a c k [ 1 1 6 ] .
A s t u d y o f c y t o k i n e t i c ( c e l l d i v i s i o n ) a n d m o t i l e ( l o c o m o t i o n ) p r o s t a t e
c a n c e r c e l l s u s i n g S R - F T I R s p e c t r o s c o p y w a s i n v e s t i g a t e d b y G a z i [ 1 1 7 ] . T h e
b i o s p e c t r o s c o p i c f u n c t i o n a l g r o u p m a p s o f t h e p r o s t a t e c a n c e r c e l l s w e r e
p l o t t e d t o i l l u s t r a t e t h e p r o c e s s o f c y t o k i n e s i s a n d l o c o m o t i o n . T h e s e m a p s
w e r e u s e d t o g a i n a n u n d e r s t a n d i n g o f t h e f u n d a m e n t a l b i o c h e m i c a l p r o c e s s e s
t h a t o c c u r a t t h e m i d - b o d y o f t h e c y t o k i n e t i c c e l l s a n d a t t h e l a m e l l i p o d i u m
1
o f
m o t i l e c e l l s . A r e d u c t i o n o f t h e i n t e n s i t y d i s t r i b u t i o n o f t h e a m i d e I a n d 1 1 b a n d s
w a s o b s e r v e d a t t h e m i d - b o d y i n t h e I R f u n c t i o n a l g r o u p m a p s a n d w a s
p r o p o s e d t o a r i s e a s a r e s u l t o f t h e a c t i n - m y o s i n r i n g c o n t r a c t i o n s . T h e m o t i l e
P C 3 p r o s t a t e c a n c e r c e l l s a l s o r e v e a l e d a h e t e r o g e n o u s d i s t r i b u t i o n o f l i p i d
i n t e n s i t y a t t h e l a m e l l i p o d i u m p r o p o s e d t o b e d u e t o t h e p r o c e s s o f
d i s a r r a n g e m e n t a n d l a t e r a l m e m b r a n e f l o w , w h i c h a r e c o n s e q u e n c e s o f c e l l
1 L a m e l l i p o d i u m _ a f l a t t e n e d e x t e n s i o n o f a c e l l , b y w h i c h i t m o v e s o v e r o r a d h e r e s t o a s u r f a c e .
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m i g r a t i o n [ 1 1 7 ) .
T o b i n e t a l . h a v e u s e d b o t h S R - F T I R a n d c o n v e n t i o n a l g l o b a r F T I R
s p e c t r o s c o p y t o e x a m i n e o r a l e p i t h e l i a l t u m o u r t i s s u e s a n d c u l t u r e d c e r v i c a l
e p i t h e l i a l c a r c i n o m a c e l l s [ 1 1 2 ) . I n i t i a l c o m p a r i s o n s r e v e a l e d a s i g n i f i c a n t
s p e c t r a l i m p r o v e m e n t w h e n u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y u n d e r i d e n t i c a l
c o l l e c t i o n c o n d i t i o n s . T h e t u m o u r c e l l s w e r e d i s t i n g u i s h e d f r o m s t r o m a i n t h e
o r a l t i s s u e s u s i n g h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n l a y s i s . S t u d i e s o n e p i t h e l i a l c e l l s u s i n g
a g r o w t h - s t i m u l a t i n g h o r m o n e e n a b l e d t h e d e t e c t i o n o f k e y c h a n g e s i n t h e
i n f r a r e d s p e c t r a t h a t w e r e r e l a t e d t o t h e a c t i v a t i o n o f t h e g r o w t h f a c t o r s i g n a l l i n g
m e c h a n i s m [ 1 1 2 ) .
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T h e r e a r e t w o r e p o r t s i n t h e l i t e r a t u r e o f t h e u s e o f S R - F T I R
s p e c t r o s c o p y f o r b r e a s t c a n c e r a n a l y s i s [ 1 1 8 , 1 1 9 ) . I n t h e f i r s t r e p o r t , L i u a n d
c o - w o r k e r s u s e d s i n g l e - p o i n t S R - F T I R m i c r o s c o p y f o r a n i n - v i t r o s t u d y o f b r e a s t
t i s s u e s . T h e p o s i t i o n o f t h e b a n d s a t t r i b u t e d t o n u c l e i c a c i d s , a t 1 0 8 2 c m -
1
,
a n d D N A , a t 9 6 8 c m -
1
, w e r e r e p o r t e d t o s h i f t i n t h e s p e c t r a o f b e n i g n a n d
m a l i g n a n t t i s u s e c o m p a r e d t o n o r m a l t i s s u e . T h i s s h i f t w a s e v i d e n t i n t h e
s p e c t r a t h a t w e r e p r e s e n t e d i n t h e p a p e r , h o w e v e r , t h e a u t h o r s d i d n o t c l e a r l y
s t a t e t h e o r i g i n a l p o s i t i o n s o f t h e s e b a n d s o r t h e m a g n i t u d e o f t h e s h i f t [ 1 1 8 ) .
T h e a u t h o r s a l s o n o t e d t h e p r e s e n c e o f t w o p e a k s a t 1 4 6 4 a n d
1 4 7 4 c m , 1 t h a t w e r e o b s e r v e d o n l y i n t h e S R - F T I R s p e c t r a o f t h e s e s a m p l e s
[ 1 1 8 ) . T h e i n t e n s i t i e s o f t h e s e t w o b a n d s w e r e r e l a t i v e l y h i g h e r i n m a l i g n a n t
l e s i o n s t h a n i n n o r m a l a n d b e n i g n t i s s u e s [ 1 1 8 ) . I n a d d i t i o n , a p e a k a t
1 5 0 0 c m -
1
a s s i g n e d t o t h e v ( C = C ) v i b r a t i o n o f p y r r o l e i n r e d b l o o d c e l l s w a s
o b s e r v e d i n t h e m a l i g n a n t t i s s u e . I t w a s h y p o t h e s i s e d t h a t t h i s m a y b e d u e t o
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a n i n c r e a s e i n r e d b l o o d c e l l s i n t h e p r o c e s s o f v a s c u l o g e n e s i s i n t h e b r e a s t
t i s s u e s d u r i n g t h e i r p r o l i f e r a t i o n [ 1 1 8 ] . H o w e v e r , t h e a u t h o r s d i d n o t u s e a
m a p p i n g t e c h n i q u e t o c o m p a r e t h e d i f f e r e n t a r e a s o f t h e t i s s u e s .
B r e a s t c a l c i f i c a t i o n s w e r e i n v e s t i g a t e d u s i n g S R - F T I R m i c r o s c o p y b y
B a k e r e t a l . [ 1 1 9 ] . T h e r e a r e t w o t y p e s o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s , c a l c i u m o x a l a t e
d i h y d r a t e a n d c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e [ 1 , 1 6 ] . T h e f o r m e r i s u s u a l l y f o u n d i n t h e
b e n i g n l e s i o n s w h e r e a s t h e l a t t e r o n e i s a s s o c i a t e d w i t h m a l i g n a n c y , h o w e v e r ,
b o t h m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s a r e n o r m a l l y d i f f i c u l t t o i d e n t i f y m o r p h o l o g i c a l l y . B y
u t i l i s i n g S R - F T I R s p e c t r o s c o p y a n d p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s , m a j o r
d i f f e r e n c e s i n t h e I R a r e a m a p s c o u l d b e o b s e r v e d [ 1 1 9 ] .
1 . 6 . 4 M E D I C A L D I A G N O S T I C A p P L I C A T I O N S U S I N G R A M A N S P E C T R O S C O P Y
I R s p e c t r o s c o p y p r o v i d e s f a s t a n d r e l i a b l e d i s e a s e d i a g n o s i s , h o w e v e r ,
t h e s t r o n g a n d b r o a d w a t e r b a n d s i n t h e 3 6 0 0 - 3 1 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n m a s k
o t h e r b a n d s a n d s u b s e q u e n t l y i n f o r m a t i o n a b o u t a m i n o a c i d s , I i p i d s , n u c l e i c
a c i d s a n d o t h e r b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s [ 5 8 ] . R a m a n s p e c t r o s c o p y , i n
c o m p a r i s o n , i s m o r e s u i t a b l e f o r t h e i n v e s t i g a t i o n o f b i o l o g i c a l s a m p l e s , s i n c e
w a t e r i s a p o o r R a m a n s c a t t e r e r [ 5 2 ] . R a m a n a n a l y t i c a l t e c h n i q u e s f o r
i n v e s t i g a t i o n o f b i o l o g i c a l s a m p l e s w e r e w e l l - e s t a b l i s h e d w i t h t h e i n t r o d u c t i o n o f
n e a r - i n f r a r e d F o u r i e r t r a n s f o r m ( N I R - F T ) R a m a n s p e c t r o s c o p y i n t h e m i d - t o - I a t e
1 9 8 0 ' s [ 1 2 0 , 1 2 1 ] . T h e R a m a n e f f e c t h a s a v e r y s m a l l q u a n t u m y i e l d a n d w h e n
v i s i b l e e x c i t a t i o n i s u s e d , t h e w e a k R a m a n b a n d s a r e u s u a l l y o v e r l a i d b y b r o a d
f l u o r e s c e n c e b a n d s f r o m t h e c e l l u l a r c o n s t i t u e n t s [ 1 2 0 ] . W i t h t h e c h o i c e o f
l a s e r e x c i t a t i o n f r o m t h e u l t r a v i o l e t t o t h e n e a r - i n f r a r e d , R a m a n s p e c t r o s c o p i c
a p p l i c a t i o n s t o b r e a s t c a n c e r r e s e a r c h h a v e b e e n g r o w i n g u s i n g b o t h m a c r o -
a n d m i c r o - s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h e s [ 3 3 , 1 1 9 , 1 2 2 - 1 4 0 ] .
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A l f a n o e t a l . f i r s t r e c o r d e d R a m a n s p e c t r a o f h u m a n b r e a s t t i s s u e s u s i n g
F T - R a m a n s p e c t r o s c o p y w i t h a l a s e r e x c i t a t i o n o f 1 0 6 4 n m [ 1 4 1 ] . D i f f e r e n c e s
i n r e l a t i v e i n t e n s i t i e s o f c h a r a c t e r i s t i c b a n d s w e r e o b s e r v e d b e t w e e n n o r m a l
a n d m a l i g n a n t l e s i o n s . T h e y f o u n d t h a t t h e r e l a t i v e i n t e n s i t i e s o f t h e b a n d s a t
1 4 4 5 c m - \ d u e t o t h e b ( C H
2
/ C H 3 ) , a n d 1 6 5 0 c m - \ a s s i g n e d t o t h e a m i d e I
b a n d o f p r o t e i n s , c o u l d b e c o r r e l a t e d w i t h t h e d i s e a s e c l a s s i f i c a t i o n . C h a n g e s
i n r a t i o s o f t h e s e t w o b a n d s s u g g e s t e d a n i n c r e a s e i n p r o t e i n c o n t e n t a s a r e s u l t
o f r a p i d c e l l g r o w t h [ 1 3 6 , 1 4 2 , 1 4 3 ] . R a m a n s p e c t r o s c o p i c s t u d i e s o f
b i o m a t e r i a l s i n t h e r e g i o n s o f 3 5 0 0 - 2 7 0 0 c m -
1
a n d 1 8 0 0 - 4 0 0 c m -
1
c o n t a i n
b a n d s t h a t a r e d u e t o t i s s u e c o m p o n e n t s i n c l u d i n g : c a r b o h y d r a t e s , n u c l e i c
a c i d s , p r o t e i n s , a n d l i p i d s [ 1 4 4 ] . T h e I i n e s h a p e a n d t h e i n t e n s i t i e s o f t h e a m i d e
I b a n d a n d t h e r i n g b r e a t h i n g m o d e o f p h e n y l a l a n i n e , a t 1 0 0 3 c m -
1
, w e r e
r e l a t i v e l y s t r o n g e r i n d i s e a s e d t i s s u e c o m p a r e d t o n o r m a l t i s s u e [ 1 2 8 ] .
1 . 6 . 4 . 2 M I C R O S P E C T R O S C O P I C A p P R O A C H E S
T h e h i g h l a s e r p o w e r s a n d l o n g e x p o s u r e t i m e s u s e d i n F T - R a m a n
s p e c t r o s c o p y t o a c q u i r e h i g h q u a l i t y s p e c t r a a r e n o t i d e a l . S i l i c o n - b a s e d
c h a r g e - c o u p l e d d e v i c e ( C C D ) d e t e c t o r s h a v e d r a m a t i c a l l y i m p r o v e d t h e
i n s t r u m e n t a t i o n u s e d t o m e a s u r e R a m a n s p e c t r a . R e c e n t l y , i n v e s t i g a t o r s h a v e
u s e d u l t r a v i o l e t « 3 0 0 n m ) a n d n e a r - i n f r a r e d e x c i t a t i o n w a v e l e n g t h s ( 7 0 0 t o
8 5 0 n m ) , w h e r e f l u o r e s c e n c e i s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d a n d s i l i c o n C C D s ' a r e s t i l l
s e n s i t i v e t o R a m a n - s c a t t e r e d l i g h t [ 1 4 5 ] . A l t h o u g h b a c k g r o u n d s i g n a l s a r e
l a r g e r a t t h e s e w a v e l e n g t h s , t h i s b a c k g r o u n d i s b r o a d a n d c a n b e
u n a m b i g u o u s l y r e m o v e d f r o m t h e s h a r p R a m a n b a n d s t o y i e l d u s e f u l s p e c t r a
[ 1 3 0 , 1 3 6 - 1 3 8 ] .
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F o l l o w i n g t h e e a r l i e r c h a r a c t e r i s a t i o n o f h u m a n b r e a s t t i s s u e u s i n g
R a m a n s p e c t r o s c o p y b y A l f a n o ' s p r e l i i n a r y w o r k , F r a n k a n d R e d d e t a l .
i n v e s t i g a t e d n o r m a l , a b n o r m a l , b e n i g n a n d m a l i g n a n t t i s s u e s u s i n g l a s e r
w a v e l e n g t h s r a n g i n g f r o m 4 0 6 t o 8 3 0 n m [ 1 3 0 , 1 3 6 - 1 3 8 ] . T h e y r e p o r t e d t h a t t h e
b a n d p r e s e n t a t 1 4 3 9 c m -
1
i n t h e n o r m a l t i s s u e s h i f t e d t o 1 4 5 0 c m -
1
i n t h e
i n f i l t r a t i n g d u c t a l c a r c i n o m a a n d t h e y a t t r i b u t e d t h i s c h a n g e t o i n c r e a s e d p r o t e i n
c o n c e n t r a t i o n s i n m a l i g n a n t s a m p l e s . T h e 1 6 5 4 : 1 4 3 9 c m -
1
b a n d a r e a r a t i o w a s
f o u n d t o d i f f e r e n t i a t e I D C f r o m n o r m a l t i s s u e s , h o w e v e r , f i b r o a d e n o m a a n d I D C
w e r e n o t d i f f e r e n t i a t e d [ 1 3 0 , 1 3 6 - 1 3 8 ] . S p e c t r a o f f o r m a l i n - f i x e d h u m a n t i s s u e
r e v e a l e d R a m a n f e a t u r e s a s s i g n e d t o I i p i d s a n d c a r o t e n o i d s i n a d d i t i o n t o t h e
t y p i c a l b i o l o g i c a l p e a k s . T h e b e s t d e f i n e d l i p i d f e a t u r e s w e r e o b s e r v e d u s i n g
7 8 2 - a n d 8 3 0 - n m e x c i t a t i o n s , w h i l e c a r o t e n o i d f e a t u r e s w e r e s t r o n g e s t i n t h e
4 8 8 - 5 1 5 n m r a n g e d u e t o t h e i r r e s o n a n c e e n h a n c e m e n t [ 1 3 0 , 1 3 6 - 1 3 8 ] .
Y a z d i e t a l . s t u d i e d n o r m a l a n d m a l i g n a n t c u l t u r e d b r e a s t a n d c e r v i c a l
c e l l s u s i n g r e s o n a n c e R a m a n s p e c t r o s c o p y w i t h 2 5 7 - n m e x c i t a t i o n [ 1 2 4 ] . T h e
s e n s i t i v i t y a n d s e l e c t i v i t y o f U V - e x c i t e d r e s o n a n c e R a m a n s p e c t r o s c o p y
i l l u s t r a t e d t h e p o t e n t i a l o f t h i s t e c h n i q u e f o r s t u d y i n g c e r t a i n c e l l u l a r b i o c h e m i c a l
c h a n g e s , e s p e c i a l l y c h a n g e s i n D N A t h a t o c c u r d u r i n g c a n c e r d e v e l o p m e n t .
S p e c t r a o f c e l l s w e r e f o u n d t o c l o s e l y r e s e m b l e t h a t o f D N A , w i t h p e a k s a r o u n d
1 5 8 0 , 1 4 8 0 a n d 1 3 3 0 c m -
1
a s s i g n e d t o t h e n u c l e o t i d e b a s e s . I n a d d i t i o n t o
t h e s e b a n d s , t h e u r a c i l b a s e i n R N A r e s u l t s i n a p e a k a t 1 2 3 0 c m -
1
• S t r o n g
t r y p t o p h a n a n d t y r o s i n e c o n t r i b u t i o n s a p p e a r i n t h e 1 6 7 0 - 1 5 2 0 c m -
1
r a n g e .
T h e R a m a n b a n d r a t i o s , 1 4 8 0 : 1 6 1 4 c m -
1
a n d 1 4 8 0 : 1 5 4 0 c m - 1 , a r e s e n s i t i v e t o
t h e c o n c e n t r a t i o n o f n u c l e i c a c i d s r e l a t i v e t o c e l l u l a r p r o t e i n s , s i n c e n u c l e i c a c i d
c o n c e n t r a t i o n s a r e h i g h e r i n m a l i g n a n t t h a n i n n o r m a l c e l l s . N o r m a l a n d
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m a l i g n a n t c e l l s c o u l d a l s o b e d i f f e r e n t i a t e d b y u s i n g t h e 1 3 3 0 : 1 4 8 0 c m -
1
b a n d
i n t e n s i t y r a t i o . T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y i n d i c a t e d t h a t t h e r e w e r e s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s i n t h e U V r e s o n a n c e R a m a n s p e c t r a o f n o r m a l a n d c a n c e r o u s c e l l s .
T h e s e d i f f e r e n c e s w e r e r e l a t e d t o c h a n g e s i n n u c l e o t i d e / p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s
i n t h e c e l l , a s w e l l a s c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s i n t h e n u c l e i c a c i d s a s s o c i a t e d
w i t h t h e m a l i g n a n t c e l l p h e n o t y p e .
S p e c t r a l c l a s s i f i c a t i o n o f h u m a n b r e a s t t i s s u e s ( n o r m a l , f i b r o a d e n o m a
a n d i n f i l t r a t i n g d u c t a l c a r c i n o m a ) b y R a m a n s p e c t r o s c o p y w a s i n v e s t i g a t e d f o r
c o m p a r i s o n w i t h t h e i r h i s t o l o g i c a l d i a g n o s e s [ 1 3 3 , 1 4 2 ] . U s i n g p r i n c i p a l
c o m p o n e n t a n a l y s i s , M a n o h a r a n e t a l . w e r e a b l e t o c l a s s i f y 1 4 o f 1 5 n o r m a l , 1 3
o f 1 5 b e n i g n a n d 3 1 o f 3 1 m a l i g n a n t b r e a s t t i s s u e s , w h i l e s p e c t r a f r o m b e n i g n
a n d m a l i g n a n t t i s s u e s w e r e n o t a b l e t o b e c l a s s i f i e d w h e n t h e p e a k r a t i o o f
1 6 5 0 : 1 4 4 5 c m -
1
a g a i n s t t h e R a m a n s h i f t o f 1 I ( C H 2 ) w e r e c o m p a r e d [ 1 3 3 , 1 3 4 ] .
C h o w d a r y a n d c o - w o r k e r s s h o w e d t h a t s i g n i f i c a n t s p e c t r a l d i f f f e r e n c e
w e r e o b s e r v e d i n n o r m a l , b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t t i s s u e s u s i n g a 7 8 5 - n m
e x c i t a t i o n [ 1 4 6 ] . T h e s e d i f f e r e n c e s i n c l u d e d t h e p r e s e n c e o f l i p i d b a n d s i n
n o r m a l t i s s u e s a n d s t r o n g e r R a m a n b a n d s a t t r i b u t a b l e t o p r o t e i n s w e r e f o u n d i n
b e n i g n a n d m a l i g n a n t t i s s u e s . P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s s u c c e s s f u l l y
d i s t i n g u i s h e d d i f f e r e n t c o n i d t i o n s i n t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 1 7 5 0 - 1 4 0 0 c m -
1
[ 1 4 6 ] .
M o s t o f t h e p r e v i o u s w o r k h a s f o c u s s e d o n d i f f e r e n t i a t i n g m a l i g n a n t
b r e a s t l e s i o n s f r o m n o r m a l a n d b e n i g n t i s s u e s . I n o r d e r t o u n d e r s t a n d t h e
r e l a t i o n s h i p b e t w e e n m o r p h o l o g y a n d R a m a n s p e c t r a l i n f o r m a t i o n , H a k a e t a l .
s t u d i e d t h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f b r e a s t d u c t m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s [ 1 2 2 ] . T h e
r e s u l t s s h o w e d t h a t t h e r e a r e t w o t y p e s o f c a l c i f i c a t i o n s : t y p e I , c a l c i u m o x a l a t e
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d i h y d r a t e , a n d t y p e 1 1 , c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e . T y p e I c a l c i f i c a t i o n w a s m a i n l y
f o u n d i n b e n i g n l e s i o n s w h e r e a s c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e w a s f o u n d i n m a l i g n a n t
l e s i o n s . E a c h c a l c i f i c a t i o n t y p e h a s a u n i q u e R a m a n b a n d i n t h e r e g i o n o f
1 8 0 0 - 5 0 0 c m -
1
. U s i n g p e A , t h e a u t h o r s w e r e a b l e t o d i s t i n g u i s h m i c r o -
c a l c i f i c a t i o n s i n b e n i g n a n d m a l i g n a n t d u c t s w i t h a s e n s i t i v i t y o f 8 8 % a n d a
s p e c i f i c i t y o f 9 3 % a n d t h e r e s u l t s s h o w e d t h a t R a m a n s p e c t r o s c o p y h a s a
h i g h e r a c c u r a c y f o r l o c a t i n g m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s t h a n X - r a y m a m m o g r a p h y
[ 1 2 2 ] .
1 . 6 . 4 . 3 R A M A N M A P P I N G A N D I M A G I N G
S i m i l a r t o F P A - F T I R i m a g i n g , R a m a n i m a g i n g i s a l s o g a i n i n g p o p u l a r i t y
d u e t o t h e d e v e l o p m e n t o f a n e w g e n e r a t i o n o f h i g h l y s e n s i t i v e d e t e c t o r s a n d
i m a g i n g a c c e s s o r i e s . T h e r e a r e t w o m e t h o d s p o s s i b l e t o c o n s t r u c t f u n c t i o n a l
g r o u p i m a g e s : ( 1 ) s i n g l e - p o i n t m a p p i n g , a n d ( 2 ) l a s e r - d e f o c u s s e d f i l t e r i m a g i n g .
T h e s i n g l e - p o i n t m a p p i n g u t i l i s e s a s t a n d a r d g r a t i n g t o c o l l e c t R a m a n s p e c t r a
( s t e p o r r a s t e r s c a n ) w i t h i n t h e s p e c i f i e d a r e a , t h e n f u n c t i o n a l g r o u p m a p s a r e
c o n s t r u c t e d b a s e d o n a p a r t i c u l a r w a v e n u m b e r o r r e g i o n . I n c o n t r a s t , l a s e r -
d e f o c u s i m a g i n g e m p l o y s f i l t e r s t o c o l l e c t i m a g e s a t a d e f i n e d R a m a n b a n d b y
d e f o c u s s i n g ( e x p a n d i n g ) t h e l a s e r b e a m . T h e c o l l e c t i o n t i m e o f t h e s i n g l e - p o i n t
m a p p i n g i s u s u a l l y l o n g e r t h a n l a s e r - d e f o c u s s e d f i l t e r i m a g i n g .
S h a f e r - P e l t i e r a n d c o - w o r k e r s c o m b i n e d R a m a n m a p p i n g a n d
m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s t o i n v e s t i g a t e t h e s u b c e l l u l a r c o m p o n e n t s i n
v a r i o u s b r e a s t d i s e a s e s [ 1 2 2 , 1 2 6 , 1 3 4 , 1 4 0 , 1 4 7 ] . A m a t h e m a t i c a l m o d e l w a s
d e s i g n e d b a s e d o n t h e R a m a n s p e c t r a o f i n d i v i d u a l t i s s u e c o m p o n e n t s , w h i c h
i n c l u d e d c e l l c y t o p l a s m , c e l l n u c l e u s , a d i p o s e t i s s u e , ~-carotene, c o l l a g e n ,
c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e , c a l c i u m o x a l a t e d i h y d r a t e , c h o l e s t e r o l - l i k e l i p i d
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d e p o s i t s , a n d w a t e r . T h e f i t t e d m o d e l s d e m o n s t r a t e d t h a t i n a n i n f i l t r a t i n g
d u c t a l c a r c i n o m a , t h e r e w a s a d e c r e a s e i n t h e a d i p o s e c o n t e n t c o m p a r e d t o
n o r m a l a n d b e n i g n l e s i o n s . H o w e v e r , t h e m o d e l s c o u l d n o t d i f f e r e n t i a t e
b e t w e e n t h e f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d I D C l e s i o n s [ 1 4 0 ] . R a m a n i m a g e s w e r e
p l o t t e d b a s e d o n t h e s p e c i f i c m o r p h o l o g i c a l e l e m e n t s i n c l u d i n g c o l l a g e n , c e l l
c y t o p l a s m a n d c e l l n u c l e u s a n d s u c h i m a g e s s h o w e d g o o d s p e c t r a l c o r r e l a t i o n s
w i t h t h e a d j a c e n t s t a i n e d s e c t i o n s [ 1 4 0 ] .
T o n g e t a l . i n v e s t i g a t e d t h e c h a r a c t e r i s a t i o n o f n o r m a l b r e a s t d u c t
e p i t h e l i a u s i n g m a p p i n g a t a n e x c i t a t i o n w a v e l e n g t h o f 8 4 0 n m . D i f f e r e n t
c e l l u l a r c o m p o u n d s w i t h i n t h e e p i t h e l i a l l a y e r , s u c h a s n u c l e i a n d t h e c y t o p l a s m ,
w e r e i d e n t i f i e d b y p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s a n d k - m e a n s c l u s t e r a n a l y s i s o f
t h e R a m a n s p e c t r a [ 1 2 5 ] .
1 . 7 M U L T I V A R I A T E S T A T I S T I C A L A N A L Y S I S · T H E O R Y
A s d e s c r i b e d i n S e c t i o n 1 . 6 . 1 . 3 , c o m b i n i n g s p e c t r o s c o p i c i m a g i n g
t e c h n i q u e s w i t h m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , i n c l u d i n g : p r i n c i p a l c o m p o n e n t
a n a l y s i s ; n o n - h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( k - m e a n s c l u s t e r a n d f u z z y c - m e a n s
c l u s t e r a n a l y s i s ) ; a n d h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s h a v e t h e p o t e n t i a l t o b e c o m e
p o w e r f u l d i a g n o s t i c t e c h n i q u e s . T i s s u e t y p e s a n d a r c h i t e c t u r e s c a n b e e a s i l y
v i s u a l i s e d a n d i n t e r p r e t e d t o p r o d u c e m a p s b a s e d o n p r e - d e f i n e d d i a g n o s t i c
r e g i o n s .
T h e m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s , i n g e n e r a l , e x a m i n e i n d i v i d u a l
s p e c t r a ( i n c l u d i n g t h o s e t h a t a r e d i f f i c u l t t o d i f f e r e n t i a t e b y v i s u a l e x a m i n a t i o n o f
t h e s p e c t r a ) , c l u s t e r s i m i l a r s p e c t r a i n t o s p e c i f i c g r o u p s ( e . g . , t h o s e f r o m
c a n c e r o u s c e l l s ) a n d a s s i g n e a c h g r o u p a u n i q u e c o l o u r c o d e o r l o c a t i o n [ 1 4 8 -
1 5 2 ] .
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T i s s u e s e c t i o n s e x a m i n e d u s i n g t h e F P A - F T I R i m a g i n g a n d S R - F T I R
m a p p i n g p r o d u c e a l a r g e s p e c t r a l d a t a c u b e t h a t h a v e v a r i o u s s p e c t r a l
b a c k g r o u n d , n o i s e a n d a r t e f a c t s ( L e . , a n o m a l o u s d i s p e r s i o n ) . T h e s e c o u l d g i v e
r i s e t o f a l s e r e s u l t s a n d t h e d a t a n e e d t o b e p r e - p r o c e s s e d . e . g . , b a s e l i n e
c o r r e c t i o n , s m o o t h i n g , o r t a k i n g d e r i v a t i v e s , p r i o r t o a p p l y i n g m u l t i v a r i a t e
s t a t i s t i c a l a n a l y s e s .
1 . 7 . 1 P R I N C I P A L C O M P O N E N T A N A L Y S I S
P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s i s w i d e l y u s e d i n s p e c t r o s c o p y t o
d i s c r i m i n a t e b e t w e e n d i f f e r e n t t y p e s o f h u m a n c a n c e r s . I t a i m s t o s i m p l i f y a
m u l t i - d i m e n s i o n a l d a t a s e t b y r e d u c i n g i t t o l o w e r d i m e n s i o n s f o r a n a l y s i s [ 1 5 0 -
1 5 2 ] . I t t r a n s f o r m s t h e d a t a t o a n e w c o - o r d i n a t e s y s t e m s u c h t h a t t h e g r e a t e s t
v a r i a n c e b y a n y p r o j e c t i o n o f t h e d a t a c o m e s t o l i e o n t h e f i r s t p r i n c i p a l
c o m p o n e n t ( P C 1 ) a x i s . t h e s e c o n d g r e a t e s t v a r i a n c e o n t h e s e c o n d c o - o r d i n a t e
( P C 2 ) , a n d s o o n . I n m o s t c a s e s , P C 1 a n d P C 2 c o - o r d i n a t e s c o n t a i n t h e m o s t
i m p o r t a n t a s p e c t s o f t h e d a t a d e r i v e d f r o m t h e s p e c t r a l d a t a s e t , s e e F i g u r e
1 . 1 1 . F o r s p e c t r a l i n t e r p r e t a t i o n , t h e P C s c o r e s a r e u s u a l l y u s e d t o s e p a r a t e
t h e m a j o r s p e c t r a l d i f f e r e n c e s a m o n g n o r m a l , b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t
l e s i o n s . P C A c a n b e a p p l i e d t o b o t h s i n g l e - p o i n t s p e c t r o s c o p y a n d i m a g i n g .
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F i g u r e 1 . 1 1 . P l o t o f s c o r e s o f P C 2 v s . P C 1 s h o w i n g d i f f e r e n t g r o u p s i n s p e c i f i c
c o l o u r s .
1 . 7 . 2 K - M E A N S C L U S T E R A N A L Y S I S
T h e k - m e a n s a l g o r i t h m i s a n o n - h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s t e c h n i q u e
c o m m o n l y u s e d w i t h s p e c t r o s c o p i c i m a g e s . T h e a l g o r i t h m c l u s t e r s o b j e c t s
b a s e d o n t h e i r a t t r i b u t e s i n t o k p a r t i t i o n s . I t i s a v a r i a n t o f t h e e x p e c t a t i o n -
m a x i m i s a t i o n a l g o r i t h m i n w h i c h t h e g o a l i s t o d e t e r m i n e t h e k - m e a n s o f d a t a
g e n e r a t e d f r o m g a u s s i a n d i s t r i b u t i o n s . T h e o b j e c t i v e i s t o m i n i m i s e t o t a l i n t r a -
c l u s t e r v a r i a n c e [ 1 5 0 , 1 5 3 ] .
T h e a l g o r i t h m s t a r t s b y p a r t i t i o n i n g t h e i n p u t p o i n t s i n t o i n i t i a l k s e t s ; i t
t h e n c a l c u l a t e s t h e m e a n p o i n t , o r c e n t r o i d , o f e a c h s e t . I t c o n s t r u c t s a n e w
p a r t i t i o n b y a s s o c i a t i n g e a c h p o i n t w i t h t h e c l o s e s t c e n t r o i d . T h e n t h e c e n t r o i d s
a r e r e c a l c u l a t e d f o r t h e n e w c l u s t e r s , a n d t h e a l g o r i t h m i s r e p e a t e d b y a l t e r n a t e
a p p l i c a t i o n o f t h e s e t w o s t e p s u n t i l c o n v e r g e n c e , w h i c h i s o b t a i n e d w h e n t h e
p o i n t s n o l o n g e r s w i t c h c l u s t e r s . T h e r e s u l t o f K M c l u s t e r i n g a s s i g n s t o e a c h
s p e c t r u m a h a r d c l a s s m e m b e r s h i p ( e i t h e r ° o r 1 ) f o r e a c h c l u s t e r o f s p e c t r a
[ 1 5 3 ] .
1 . 7 . 3 F u z z y C - M E A N S C L U S T E R A N A L Y S I S
F u z z y c - m e a n s c l u s t e r i n g i s a n o n - h i e r a r c h i c a l c l u s t e r i n g m e t h o d
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c o m m o n l y u s e d i n t h e a n a l y s i s o f i n f r a r e d s p e c t r a a n d i m a g e s . T h i s t e c h n i q u e
p a r t i t i o n s o b j e c t s i n t o g r o u p s ( c l u s t e r s ) w h o s e m e m b e r s s h o w a c e r t a i n d e g r e e
o f s i m i l a r i t y [ 1 0 7 , 1 5 4 ] . T h e a l g o r i t h m i s s i m i l a r t o K M C , w h e r e a n u m b e r o f
c l u s t e r s a r e c h o s e n , t h e n i t a s s i g n s r a n d o m l y t o e a c h p o i n t c o - e f f i c i e n t s f o r
b e i n g i n t h e c l u s t e r s u n t i l n o o b j e c t s h a v e b e e n r e - a s s i g n e d . F C M c l u s t e r
a n a l y s i s u s e s a s o f t l i n g u i s t i c s y s t e m v a r i a b l e t h a t p r o d u c e s v a l u e s o f
m e m b e r s h i p f u n c t i o n b e t w e e n 1 ( h i g h e s t d e g r e e o f c l u s t e r m e m b e r s h i p ) a n d 0
( u n r e l a t e d m e m b e r s h i p ) a s o p p o s e d t o e i t h e r 0 o r 1 i n t h e K M C a l g o r i t h m . T h e
s u m o f t h e v a l u e s o f t h e C c l u s t e r m e m b e r s h i p f o r o n e o b j e c t e q u a l s 1
[ 1 0 7 , 1 5 4 ]
T h e a d v a n t a g e o f t h e f u z z y c l u s t e r i n g o v e r K M c l u s t e r i n g i s t h a t b o t h
o u t l i e r s a n d d a t a t h a t d i s p l a y p r o p e r t i e s o f m o r e t h a n o n e c l a s s c a n b e
c h a r a c t e r i s e d b y a s s i g n i n g n o n - z e r o c l a s s m e m b e r s h i p v a l u e s t o s e v e r a l
c l u s t e r s . T h e m e m b e r s h i p v a l u e s o f F C M c l u s t e r i n g f u n c t i o n a l g r o u p m a p s c a n
b e e n c o d e d b y c o l o r i n t e n s i t i e s , w i t h a h i g h c o l o u r i n t e n s i t y r e p r e s e n t i n g h i g h e r
c l a s s m e m b e r s h i p [ 1 0 7 , 1 5 4 ] .
1 . 7 . 4 H I E R A R C H I C A L C L U S T E R A N A L Y S I S
H i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s t e s t s t h e s p e c t r a f o r t h e i r s i m i l a r i t y t o e a c h
o t h e r . T h e a n a l y s i s d i v i d e s s i m i l a r s p e c t r a i n t o c l u s t e r s a n d d i s p l a y s c l u s t e r s
b a s e d o n t h e h e t e r o g e n e i t y o n a d e n d r o g r a m [ 1 4 8 - 1 5 1 ] .
A s p e c t r a l r e g i o n f r o m t h e d a t a ( o r i g i n a l o r p r e - p r o c e s s e d ) i s s e l e c t e d , i n
o r d e r t o d e t e r m i n e t h e s i m i l a r i t y b e t w e e n o b j e c t s , a n d t h e d i s t a n c e m a t r i x i s
c a l c u l a t e d u s i n g M i n k o w s k i d i s t a n c e ( E q u a t i o n 1 . 3 ) :
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T h e E u c l i d e a n d i s t a n c e i s b a s e d o n t h e M i n k o w s k i d i s t a n c e a n d
m e a s u r e s t h e d i s t a n c e b e t w e e n t w o s a m p l e s ( s a m p l e s i a n d j ) w h e r e k i s t h e
n u m b e r o f v a r i a b l e s ( s p e c t r a l e l e m e n t s , e . g . , w a v e l e n t h ) . F o r e x a m p l e , t h e
E u c l i d e a n d i s t a n c e b e t w e e n t w o o b j e c t s 1 a n d 2 i s :
d
l 2
= ~[(Xll - X
2
, ) 2 + ( X
1 2
- X
2 2
) 2 ]
( 1 . 4 )
T h i s d i s t a n c e c a n b e e x t e n d e d i n t o m u t l i - d i m e n s i o n e d s p a c e , e . g . , a
s p e c t r u m i s a p o i n t i n a s p a c e w h i c h h a s a s m a n y d i m e n i s o n s a s t h e s p e c t r a
h a v e f r e q u e n c i e s . T h e s p e c t r a l d i s t a n c e i n d i c a t e s t h e d e g r e e o f s p e c t r a l
s i m i l a r i t y , L e . , s p e c t r a w i t h a s p e c t r a l d i s t a n c e o r h e t e r o g e n e i t y o f 0 a r e e n t i r e l y
i d e n t i c a l ( w i t h i n t h e f r e q u e n c y r a n g e s t e s t e d ) [ 1 4 8 - 1 5 1 ] . T h e h i g h e r t h e
d i s t a n c e b e t w e e n s p e c t r a , t h e m o r e s u b s t a n t i a l t h e s p e c t r a l d i f f e r e n c e [ 1 4 8 -
1 5 1 ] .
T h e c a l c u l a t e d d i s t a n c e i s t h e n u s e d t o l i n k t h e o b j e c t s b y a p p l y i n g
h i e r a r c h i c a l ( a g g l o m e r a t i v e ) c l u s t e r i n g s u c h a s W a r d ' s a l g o r i t h m ( E q u a t i o n 1 . 5 ) .
T h e a l g o r i t h m d e t e r m i n e s t h e g r o w t h o f t h e h e t e r o g e n e i t y f a c t o r , H , w h i c h t r i e s
t o f i n d t h e m o s t h o m o g e n e o u s g r o u p s p o s s i b l e [ 1 5 1 ] .
H ( r , i ) = [ n ( p ) + n U ) ] ' D ( p , i ) + [ n ( i ) + ~(q)]' D ( q , i ) - n U ) ' D ( q , i ) ( 1 . 5 )
n + n ( l )
p a n d q - i n d i v i d u a l c l u s t e r s ; r - m e r g e d p a n d q c l u s t e r s ;
o - s p e c t r a l d i s t a n c e ; n ( i ) i s t h e n u m b e r o f s p e c t r a m e r g e d i n t h e I c l u s t e r
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T h e c l u s t e r i n g p r o c e s s r e p e a t s i t s e l f u n t i l a l l o b j e c t s m e r g e i n t o l a r g e r
o b j e c t g r o u p s a n d t h e r e s u l t i n g c l u s t e r s a r e d e p i c t e d a s a d e n d r o g r a m . T h e
d e n d r o g r a m d i s p l a y s t h e d i s t a n c e o f h e t e r o g e n e i t y a m o n g g r o u p s ( F i g u r e 1 . 1 2 ) ;
t h e l e s s h e t e r o g e n e i t y i n a g r o u p , t h e m o r e s i m i l a r i s t h e s p e c t r a l i n f o r m a t i o n o r
g r o u p [ 1 4 8 - 1 5 1 ] .
A n e x a m p l e c o n t a i n i n g s i x c i t i e s i s c o m p a r e d ( F i g u r e 1 . 1 2 ) t o d e t e r m i n e
t h e d i s t a n c e s a m o n g t h e m : H o n g K o n g ( 1 ) , S y d n e y ( 2 ) , M e l b o u r n e ( 3 ) ,
B r i s b a n e ( 4 ) , N e w Y o r k ( 5 ) , a n d P a r i s ( 6 ) . B y a p p l y i n g H C A , S y d n e y ( 2 ) ,
M e l b o u r n e ( 3 ) , a n d B r i s b a n e ( 4 ) a r e c l u s t e r e d i n o n e g r o u p a s t h e s e c i t i e s a r e
l o c a t e d i n A u s t r a l i a ; H o n g K o n g ( 1 ) i s c l o s e r t o A u s t r a l i a a n d i s c l u s t e r e d w i t h
t h e A u s t r a l i a n c i t i e s , b o t h N e w Y o r k a n d P a r i s a r e f u r t h e r a w a y f r o m A u s t r a l i a
b u t t h e y a r e c l o s e r t o e a c h o t h e r a n d t h e r e f o r e , t h e y c l u s t e r t o g e t h e r .
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F i g u r e 1 . 1 2 . A d e n d r o g r a m f o r s i x c i t i e s l o c a t e d i n t h e w o r l d b a s e d o n t h e d i s t a n c e
d i f f e r e n c e : ( 1 ) H o n g K o n g ; ( 2 ) S y d n e y ; ( 3 ) M e l b o u r n e ; ( 4 ) B r i s b a n e ; ( 5 ) N e w Y o r k ; a n d
( 6 ) P a r i s . .
1 . 8 R E S E A R C H A I M S
T h i s p r o j e c t p r i m a r i l y a i m s t o d e v e l o p r o b u s t m e t h o d o l o g i e s f o r r a p i d a n d
a c c u r a t e d i a g n o s e s o f b r e a s t c a n c e r b a s e d o n t h e a b i l i t i e s o f I R a n d R a m a n
s p e c t r o s c o p i c t e c h n i q u e s t o d i s t i n g u i s h b i o c h e m i c a l c h a n g e s t h a t a r e
d i a g n o s t i c o f c a n c e r a n d p r e - r n a l i g n a n t c o n d i t i o n s . I t i s e n v i s a g e d t h a t t h e s e
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c o u l d b e u s e d t o c o m p l e m e n t c u r r e n t p a t h o l o g i c a l t e s t i n g s u s i n g s i n g l e - p o i n t
s p e c t r o s c o p y .
T h e r e s e a r c h d e s c r i b e d i m p l e m e n t s b o t h I R a n d R a m a n i m a g i n g
t e c h n i q u e s t o r e s o l v e t h e c h a l l e n g e s a s s o c i a t e d w i t h t h e h e t e r o g e n o u s n a t u r e
o f t u m o u r g r o w t h a n d t h e l a c k o f a s t a n d a r d i s e d d i a g n o s t i c c l a s s i f i c a t i o n s y s t e m
o f t r a n s i t i o n a l c a n c e r s , i n c l u d i n g D C I S a n d L C I S . F P A - F T I R i m a g i n g c o m b i n e d
w i t h m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w i l l b e e x p l o r e d t o d i f f e r e n t i a t e t h e v a r i o u s
c a n c e r s t a g e s t h a t c a n o r i g i n a t e f r o m b r e a s t d u c t s . R a m a n i m a g i n g w i l l a l s o b e
e x p l o r e d a s a m e t h o d t o c h a r a c t e r i s e a L C I S b r e a s t l e s i o n a n d t o l o c a t e a n y
m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s w i t h i n t h e b r e a s t d u c t s .
T o d a t e , t h e a p p l i c a t i o n o f S R - F T I R s p e c t r o s c o p y f o r m e d i c a l a n a l y s i s
h a s b e e n l i m i t e d . T h i s r e s e a r c h a i m s t o e x a m i n e w h a t f u r t h e r m o l e c u l a r
s p e c t r o s c o p i c i m a g i n g i n f o r m a t i o n u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y c a n b e
o b t a i n e d o v e r t h a t a v a i l a b l e t h r o u g h c o n v e n t i o n a l g l o b a r s o u r c e s . A p r e l i m i n a r y
s t u d y o n a b e n i g n , a d u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u a n d a m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n
w e r e u n d e r t a k e n t o t e s t t h e p o t e n t i a l o f s u c h t e c h n i q u e s .
F i n a l l y , a n o p t i m i s a t i o n s t u d y o n v a r i o u s s a m p l i n g t e c h n i q u e s , i n c l u d i n g :
t h e a s s e s s m e n t o f c o n t a m i n a t i o n d u r i n g t i s s u e s e c t i o n i n g ; a n d s p e c t r o s c o p i c
a n a l y s i s u s i n g i n f r a r e d a n d R a m a n s p e c t r o s c o p y , w i l l b e d i s c u s s e d . T h e a i m i s
t o d e v e l o p a s y s t e m a t i c w o r k f l o w t h a t c a n i n t e g r a t e v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y
s e a m l e s s l y i n t o c u r r e n t p a t h o l o g i c a l p r o c e d u r e s . U l t i m a t e l y , t h e r e s e a r c h i s
d i r e c t e d t o w a r d s t h e d e s i g n a n d d e v e l o p m e n t o f e a r l y a n d r e l i a b l e d e t e c t i o n o f
c a n c e r o u s a n d p r e - c a n c e r o u s c o n d i t i o n s i n o r d e r t o o p t i m i s e t h e t r e a t m e n t a n d
r e d u c e t h e m o r t a l i t y r a t e r e s u l t i n g f r o m m a l i g n a n t t u m o u r s .
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b i n / p p d s c g i . e x e ? D C = Q & E = / C a n c e r / c a n c e r a g e r a t e s v 7 2 0 0 5 .
[ 1 2 ) D . S p i c e r , M . P i k e , R i s k F a c t o r s i n B r e a s t C a n c e r . C h u r c h i l l L i v i n g s t o n e ,
P h i l a d e l p h i a , 1 9 9 9 , 4 7 - 5 4 .
[ 1 3 ) B r e a s t S c r e e n A u s t r a l i a , h t t p : / / w w w . b r e a s t s c r e e n . o r g . a u 2 0 0 5 .
[ 1 4 ) C a n c e r B A C U P , h t t p : / / w w w . c a n c e r b a c u p . o r g . u k 2 0 0 5 .
[ 1 5 ) B r e a s t d o c t o r , h t t p : / / w w w . b r e a s t d o c t o r . c o m 2 0 0 4 .
[ 1 6 ) J . H a r r i s , D i s e a s e s o f t h e B r e a s t . 3 r d e d . , L i p p i n c o t t - R a v e n , P h i l a d e l p h i a ,
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r
2 0 0 4 .
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[ 1 7 ] F . G r e e n e , D . P a g e , I . F l e m i n g , A . F r i t z , C . B a l c h , D . H a i l e r , M . M o r r o w ,
B r e a s t i n A m e r i c a n J o i n t C o m m i t t e e o n C a n c e r : A j c c C a n c e r S t a g i n g M a n u a l .
6 t h e d . , S p r i n g e r , N e w Y o r k , 2 0 0 2 , 2 2 3 - 2 4 0 .
[ 1 8 ] H . B u r s t e i n , K . P o l y a k , J . W o n g , S . L e s t e r , C . K a e l i n , N . E n g l . J . M e d . 3 5 0
( 2 0 0 4 ) 1 4 3 0 - 1 4 4 1 .
[ 1 9 ] I m a g i n i s , D u c t a l C a r c i n o m a
h t t p : / / w w w . i m a g i n i s . c o m / b r e a s t h e a l t h / d c i s . a s p 2 0 0 5 .
[ 2 0 ] K . A . S k i n n e r , M . J . S i l v e r s t e i n , E n d o c r . R e v . 8 ( 2 0 0 1 ) 3 3 - 4 5 .
[ 2 1 ] E . F r y k b e r g , B r e a s t J . 5 ( 1 9 9 9 ) 2 8 7 - 3 5 0 .
i n - S i t u .
[ 2 2 ] K . A . S k i n n e r , T h e C l i n i c a l M a n a g e m e n t o f D u c t a l C a r c i n o m a i n - S i t u ,
L o b u l a r C a r c i n o m a i n - S i t u a n d A t y p i c a l H y p e r p l a s i a o f t h e B r e a s t . 1 s t e d . ,
N a t i o n a l B r e a s t C a n c e r C e n t r e , S y d n e y , 2 0 0 3 .
[ 2 3 ] J . R u s s o , I . R u s s o , M o l e c u l a r B a s i s o f B r e a s t C a n c e r : P r e v e n t i o n a n d
T r e a t m e n t . 1 s t e d . , S p r i n g e r - V e r l a g , H e i d e l b e r g , 2 0 0 4 .
[ 2 4 ] M . L a g i o s , P a t h o l o g y o f i n - S i t u B r e a s t C a n c e r i n B r e a s t C a n c e r . C h u r c h i l l
L i v i n g s t o n e , N e w Y o r k , 1 9 9 9 , 7 9 - 8 8 .
[ 2 5 ] R . K a t z - B r u l l , R . M a r g a l i t , P . B e n d e l , H . D e g a n i , M a g n . R e s o n . M a t e r .
P h y s . , B i o i . , M e d . 6 ( 1 9 9 8 ) 4 4 - 5 2 .
[ 2 6 ] M . L o w r y , D . M a n t o n , L . T u r n b u l l , S . B l a c k b a n d , A . H o r s m a n , M a g n .
R e s o n . M a t e r . P h y s . , B i o I . M e d . 2 ( 1 9 9 4 ) 4 8 3 - 4 8 5 .
[ 2 7 ] T . E . M e r c h a n t , P . M e n e s e s , L . W . G i e r k e , W . D e n O t t e r , T . G l o n e k , B r . J .
C a n c e r 6 3 ( 1 9 9 1 ) 6 9 3 - 6 9 8 .
[ 2 8 ] C . M o u n t f o r d , S . D o r a n , C . L e a n , P . R u s s e l l , C h e m . R e v . 1 0 4 ( 2 0 0 4 ) 3 6 7 7 -
3 7 0 4 .
[ 2 9 ] C . M o u n t f o r d , P . R u s s e l l , P . M a l y c h a , L . G l u c h , R . S o m o r j a i , C . L e a n , B .
B a r r r a c l o u g h , D . G i l l e t t , U . H i m m e l r e i c h , B . D o l e n k o , E . N i k u l i n , C . S m i t h , B r . J .
S u r g e r y 8 8 ( 2 0 0 1 ) 1 2 3 4 - 1 2 4 0 .
[ 3 0 ] C . M o u n t f o r d , D . G i l l e t t , P . R u s s e l l , C . L e a n , S . D o r a n , W . M a c k i n n o n , J .
B a r r , P . M a l y c h a , B . B a r r a c l o u g h , M . B i l o u s , R a d i o l o g y 2 0 4 ( 1 9 9 7 ) 6 6 1 - 6 6 6 .
[ 3 1 ] C . M o u n t f o r d , P . R u s s e l l , W . M a c k i n n o n , E . D e l i k a t n y , T e x t b o o k o f
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r 4 7
M a g n e t i c R e s o n a n c e S p e c t r o s c o p y i n B i o l o g y a n d M e d i c i n e . P e r g a m o n P r e s s ,
N e w Y o r k , 1 9 9 2 .
[ 3 2 ] C . E . M o u n t f o r d , P . R u s s e l l P r o c e s s a n d D e v i c e f o r D e t e c t i n g C h e m i c a l
S t a t e s o f L i v i n g A n i m a l o r H u m a n T i s s u e s b y M a g n e t i c R e s o n a n c e . U S P a t e n t :
9 2 0 1 9 4 6 , 1 9 9 2 .
[ 3 3 ] K . K . M . T a m , R . S . A r m s t r o n g , E . A . C a r t e r , C . E . M o u n t f o r d , U .
H i m m e l r e i c h R a m a n S p e c t r o s c o p i c S t u d y o f L i p i d C o n t e n t i n D i s e a s e d H u m a n
B r e a s t T i s s u e s , 4 t h A C O V S , Q u e e n s l a n d U n i v e r s i t y o f T e c h n o l o g y , 2 0 0 1 , 1 0 6 -
1 0 7 .
[ 3 4 ] C . L e a n , R . S o m o r j a i , I . S m i t h , P . R u s s e l l , C . M o u n t f o r d , A n n . R e v . N M R .
S . 4 8 ( 2 0 0 2 ) 7 1 - 1 1 1 .
[ 3 5 ] C . M o u n t f o r d , P . M a l y c h a , C . L e a n , S . D o r a n , B . T o m a n e k , N . C l a r k e , P .
S t a n w e l l , P . R u s s e l l , E u r . R a d i o l . 1 3 ( 2 0 0 3 ) D 5 0 .
[ 3 6 ] C . M o u n t f o r d , P . M a l y c h a , C . L e a n , R . S o m o r j a i , B . T o m a n e k , L . G l u c h , P .
R u s s e l l , D . G i l l e t t , S . D o r a n , U . H i m m e l r e i c h , P . S t a n w e l l , E u r . R a d i o l . 1 3
( 2 0 0 3 ) D 4 7 - 4 9 .
[ 3 7 ] P . S t a n w e l l , L . G l u c h , D . C l a r k , C . L e a n , B . G i u f f r e , P . M a l y c h a , B .
T o m a n e k , C . M o u n t f o r d , E u r . R a d i o l . O n l i n e E d i t i o n S e p t e m b e r ( 2 0 0 4 ) .
[ 3 8 ] C . L e a n , S . D o r a n , R . S o m o r j a i , P . M a l y c h a , D . C l a r k e , U . H i m m e l r e i c h , R .
B o u r n e , A . D o l e n i k u l i n , C . M o u n t f o r d , T e c h . C a n c e r R e s . T r e a t . D e c ( 2 0 0 4 )
5 5 1 - 5 5 6 .
[ 3 9 ] K . K . M . T a m . S p e c t r o s c o p i c D i a g n o s i s o f H u m a n F e m a l e B r e a s t D i s e a s e s ,
B . S c . H o n s . T h e s i s , T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y , 2 0 0 1 .
[ 4 0 ] P . R u s s e l l , C . L e a n , L . D e l b r i d g e , G . M a y , S . D o w d , C . M o u n t f o r d , A m . J .
M e d . ( 1 9 9 4 ) 3 8 3 - 3 8 8 .
[ 4 1 ] E . J . D e l i k a t n y , S . K . R o m a n , R . H a n c o c k , T . M . J e i t n e r , C . M . L a n d e r , D .
C . R i d e o u t , C . E . M o u n t f o r d , 1 n l . J . C a n c e r 6 7 ( 1 9 9 6 ) 7 2 - 7 9 .
[ 4 2 ] B . R . W o o d , B . T a i t , D . M c N a u g h t o n , B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a 1 5 3 9 ( 2 0 0 1 )
5 8 - 7 0 .
[ 4 3 ] H . M a n t s c h , M . J a c k s o n , P a t h o l o g y b y I n f r a r e d a n d R a m a n S p e c t r o s c o p y
i n H a n d b o o k o f V i b r a t i o n a l S p e c t r o s c o p y . J o h y W i l e y & S o n s , C h i c h e s t e r , 2 0 0 2 ,
V o l . 5 , 3 2 2 7 - 3 2 4 5 .
[ 4 4 ] K e v l e y T e c h n o l o g i e s , h t t p : / / w w w . k e v l e y . c o m 2 0 0 5 .
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r 4 8
[ 4 5 ] H . F a b i a n , W . M a n t e l e , I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y o f P r o t e i n s i n H a n d b o o k o f
V i b r a t i o n a l S p e c t r o s c o p y . 1 s t e d . , J o h n W i l e y & S o n s , C h i c h e s t e r , 2 0 0 2 , V o ! . 5 ,
3 3 9 9 - 3 4 2 5 .
[ 4 6 ] H . F a b i a n , P . L a s c h , M . B o e s e , W . H a e n s c h , B i o s p e c t r o s c o p y 6 7 ( 2 0 0 2 )
3 5 4 - 3 5 7 .
[ 4 7 ] H . F a b i a n , P . L a s c h , M . B o e s e , W . H a e n s c h , J . M o l . S t r u c t . 6 6 1 - 6 6 2 ( 2 0 0 3 )
4 1 1 - 4 1 7 .
[ 4 8 ] K . B a m b e r y , B . W o o d , M . A . Q u i n n , D . M c N a u g h t o n , A u s t . J . C h e m . 5 7
( 2 0 0 4 ) 1 1 3 9 - 1 1 4 3 .
[ 4 9 ] 1 . L e v i n , R . B h a r g a v a , A n n u . R e v . P h y s . C h e m . 5 6 ( 2 0 0 5 ) 4 2 9 - 4 7 4 .
[ 5 0 ] N . C o l t h u p , L . D a l y , S . W i b e r l e y , I n t r o d u c t i o n t o I n f r a r e d a n d R a m a n
S p e c t r o s c o p y . 2 n d e d . , A c a d e m i c P r e s s , L o n d o n , 1 9 7 5 .
[ 5 1 ] D . L o n g , R a m a n S p e c t r o s c o p y . M c G r a w - H i I I , L o n d o n , 1 9 7 7 .
[ 5 2 ] B . S c h r a d e r , I n f r a r e d a n d R a m a n S p e c t r o s c o p y : M e t h o d s a n d A p p l i c a t i o n s .
1 s t e d . , V C H P u b l i s h e r s , N e w Y o r k , 1 9 9 5 .
[ 5 3 ] K . N a k a m o t o , I n f r a r e d a n d R a m a n S p e c t r a o f I n o r g a n i c a n d C o o r d i n a t i o n
C o m p o u n d s . 5 t h e d . , W i l e y , N e w Y o r k , 1 9 9 7 .
[ 5 4 ] G . S o c r a t e s , I n f r a r e d a n d R a m a n C h a r a c t e r i s t i c G r o u p F r e q u e n c i e s :
T a b l e s a n d C h a r t s . 3 r d e d . , J o h n W i l e y & S o n s L t d . , C h i c h e s t e r , 2 0 0 1 .
[ 5 5 ] P . A t k i n s , P h y s i c a l C h e m i s t r y . 6 t h e d . , O x f o r d U n i v e r s i t y P r e s s , M e l b o u r n e ,
1 9 9 8 .
[ 5 6 ] K . K . M . T a m , E . A . C a r t e r , P . A . L a y , H . H . , R . S . A r m s t r o n g , C . E .
M o u n t f o r d , S . D o w d , P . R u s s e l l , Y . C . L e e , Y . L . C h e n C h a r a c t e r i s a t i o n o f
D u c t a l C a r c i n o m a i n - S i t u B r e a s t C a n c e r U s i n g I R M i c r o s p e c t r o s c o p y , 6 t h
A C O V S , T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y , 2 0 0 5 , 3 9 - 4 0 .
[ 5 7 ] M . J a c k s o n , K . K i m , J . T e t t e h , J . R . M a n s f i e l d , B . D o l e n k o , R . L . S o m o r j a i ,
F . W . O r r , P . H . W a t s o n , H . H . M a n t s c h , P r o c . S P I E - I n t . S o c . O p t . E n g . 3 2 5 7
( 1 9 9 8 ) 2 4 - 3 4 .
[ 5 8 ] T . G a o , J . F e n g , Y . C i , J . E u r . S o c . A n a l . C e l l . P a t h . 1 8 ( 1 9 9 9 ) 8 7 - 9 3 .
[ 5 9 ] T . G a o , Y . C i , A n a l . C o m m u n . 3 6 ( 1 9 9 9 ) 3 4 1 - 3 4 3 .
[ 6 0 ] H . F a b i a n , R . W e s s e l , M . J a c k s o n , A . S c h w a r t z , P . L a s c h , I . F i c h t n e r , H . H .
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r
M a n t s c h , D . N a u m a n n , P r o c . S P I E - I n t . S O C . O p t . E n g . 3 2 5 7 ( 1 9 9 8 ) 1 3 - 2 3 .
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[ 6 1 ] Y . C i , T . G a o , J . F e n g , Z . G u o , X . K a n , J . D o n g , J . C h i n . S c i . B u l l . 4 4
( 1 9 9 9 ) 8 0 4 - 8 0 8 .
[ 6 2 ] Y . C i , T . G a o , J . F e n g , Z . G u o , A p p l . S p e c t r o s c . 5 3 ( 1 9 9 9 ) 3 1 2 - 3 1 5 .
[ 6 3 ] R . K . D u k o r , M . N . L i e b m a n , B . L . J o h n s o n , C e l l . M o l . B i o I . 4 4 ( 1 9 9 8 ) 2 1 1 -
2 1 7 .
[ 6 4 ] B . R i g a s , P . T . T . W o n g , C a n c e r R e s . 5 2 ( 1 9 9 2 ) 8 4 - 8 8 .
[ 6 5 ] S . S i n g e r , K . S o u z a , W . T h i l l y , C a n c e r R e s . 5 5 ( 1 9 9 5 ) 5 1 4 0 - 5 1 4 5 .
[ 6 6 ] K . L . W o r d e n , Y . S o n g , X . J i a n g , A . C o n s t a n t i n e s c u , R . P . M a s o n , H . L i u ,
P r o c . S P I E - I n t . S o c . O p t . E n g . 3 5 9 7 ( 1 9 9 9 ) 6 0 1 - 6 1 0 .
[ 6 7 ] M . J a c k s o n , L . C h o o , P . H . W a t s o n , W . C . H a l l i d a y , H . H . M a n t s c h ,
B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a 1 2 7 0 ( 1 9 9 5 ) 1 - 6 .
[ 6 8 ] L . M . M c l n t o s h , M . J a c k s o n , H . H . M a n t s c h , M . F . S t r a n c , D . P i l a v d z i c , A .
N . C r o w s o n , J . I n v e s t . D e r m a t o l . 1 1 2 ( 1 9 9 9 ) 9 5 1 - 9 5 6 .
[ 6 9 ] D . C . M a l i n s , N . L . P o l i s s a r , K . N i s h i k i d a , E . H . H o l m e s , H . S . G a r d n e r , S .
J . G u n s e l m a n , C a n c e r 7 5 ( 1 9 9 5 ) 5 0 3 - 5 1 7 .
[ 7 0 ] H . H u o , X . H u , H . - W . G u a n , X . - F . W a n g , X . C h e , W . - D . H u a n g , G a o d e n g
X u e x i a o H u a x u e X u e b a o 2 1 ( 2 0 0 0 ) 1 2 4 4 - 1 2 4 7 .
[ 7 1 ] S . S h e n , B . L i u , X . M a , Z . S o n g , Q . L i , G u a n g p u x u e Y u G u a n g p u F e n x i 2 0
( 2 0 0 0 ) 2 8 - 3 0 .
[ 7 2 ] R . E c k e l , H . H u o , H . - W . G u a n , X . H u , X . C h e , W . - D . H u a n g , V i b .
S p e c t r o s c . 2 7 ( 2 0 0 1 ) 1 6 5 - 1 7 3 .
[ 7 3 ] M . M e u r e n s , J . W a l l o n , J . T o n g , H . N o e e l , J . H a o t , V i b . S p e c t r o s c . 1 0
( 1 9 9 6 ) 3 4 1 - 3 4 6 .
[ 7 4 ] B . W o o d , L . C h i r i b o g a , H . Y e e , M . A . Q u i n n , D . M c N a u g h t o n , M . D i e m ,
G y n e c o / . O n c o l . 9 3 ( 2 0 0 4 ) 5 9 - 6 8 .
[ 7 5 ] B . R . W o o d , M . A . Q u i n n , B . T a i t , M . A s h d o w n , T . H i s l o p , M . R o m e o , D .
M c N a u g h t o n , B i o s p e c t r o s c o p y 4 ( 1 9 9 8 ) 7 5 - 9 1 .
[ 7 6 ] N . I . A f a n a s y e v a , V . A r t j u s h e n k o , S . K o l y a k o v , V . L e t o k h o v , A . L e r m a n , G .
C h a p t e r 0 1 - B r e a s t C a n c e r
N i k o l a e v , V . S o k o l o v , P r o c . S P I E - I n t . S O C . O p t . E n g . 2 6 2 7 ( 1 9 9 5 ) 2 2 8 - 2 3 0 .
[ 7 7 ) G . B u d i n o v a , K . V o l k a , C h e m . L i s t y 9 0 ( 1 9 9 6 ) 4 3 3 - 4 4 5 .
5 0
[ 7 8 ) P . L a s c h , W . H a e n s c h , D . N a u m a n n , M . D i e m , B i o c h e m . B i o p h y s . A c t a
1 6 8 8 ( 2 0 0 4 ) 1 7 6 - 1 8 6 .
[ 7 9 ) M . J a c k s o n , H . H . M a n t s c h , P a t h o l o g y b y I n f r a r e d a n d R a m a n
S p e c t r o s c o p y i n H a n d b o o k o f V i b r a t i o n a l S p e c t r o s c o p y . J o h n W i l e y & S o n s ,
C h i c h e s t e r , 2 0 0 2 , V o l . 5 , 3 2 2 7 - 3 2 4 5 .
[ 8 0 ) H . F a b i a n , M . J a c k s o n , L . M u r p h y , P . H . W a t s o n , I . F i c h t n e r , H . H .
M a n t s c h , B i o s p e c t r o s c o p y 1 ( 1 9 9 5 ) 3 7 - 4 5 .
[ 8 1 ) M . D i e m , J . B a r g o n e t t i , T . G o p e n , S . B o y d s t o n - W h i t e M e t h o d a n d
A p p a r a t u s f o r C h a r a c t e r i z a t i o n o f B i o l o g i c a l E n t i t i e s S u c h a s C e l l s U s i n g I r
S p e c t r a . U S P a t e n t : 0 0 4 3 7 7 5 , 2 0 0 0 .
[ 8 2 ) P . L a s c h , D . N a u m a n n , B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a 1 7 5 8 ( 2 0 0 6 ) 8 1 4 - 8 2 9 .
[ 8 3 ) L . M i l l e r , R . S m i t h , V i b . S p e c t r o s c . 3 8 ( 2 0 0 5 ) 2 3 7 - 2 4 0 .
[ 8 4 ) L . M i l l e r , M i c r o s c . M i c r o a n a l . 1 0 ( S u p p l . 2 ) ( 2 0 0 4 ) 1 3 2 0 - 1 3 2 1 .
[ 8 5 ) P . D u m a s , M i c r o s c . M i c r o a n a l . 1 0 ( S u p p l . 2 ) ( 2 0 0 4 ) 1 3 2 2 - 1 3 2 3 .
[ 8 6 ) L . M i l l e r , J . B i o I . P h y s . 2 9 ( 2 0 0 3 ) 2 1 9 - 2 3 0 .
[ 8 7 ) S . O . M i l l e r , G . P . E w i n g , C . H o w a r d , H . T a c h i k a w a , S . A . B i g l e r , W . H .
B a r b e r , M . A n g e l , D . O . M c D a n i e l , B i o m e d . S c i . I n s t r u m . 3 9 ( 2 0 0 3 ) 2 4 - 2 9 .
[ 8 8 ) L . M i l l e r , P . D u m a s , B i o c h e m . B i o p h y s . A c t a 1 7 5 8 ( 2 0 0 6 ) 8 4 6 - 8 5 7 .
[ 8 9 ) M . J a c k s o n , J . R . M a n s f i e l d , B . D o l e n k o , R . L . S o m o r j a i , H . H . M a n t s c h ,
C a n c e r D e t e c t . P r e v . 2 3 ( 1 9 9 9 ) 2 4 5 - 2 5 3 .
[ 9 0 ) C . P . S c h u l t z , K . - Z . L i u , E . A . S a l a m o n , K . T . R i e s e , H . H . M a n t s c h , J . M o l .
S t r u c t . 4 8 0 - 4 8 1 ( 1 9 9 9 ) 3 6 9 - 3 7 7 .
[ 9 1 ) C . P . S c h u l t z , H . H . M a n t s c h , C e l l . M o l . B i o I . 4 4 ( 1 9 9 8 ) 2 0 3 - 2 1 0 .
[ 9 2 ) H . M a n t s c h , M . J a c k s o n , J . M o l . S t r u c t . 3 4 7 ( 1 9 9 5 ) 1 8 7 - 2 0 6 .
[ 9 3 ) C . P . S c h u l t z , H . H . E y s e l , H . H . M a n t s c h , M . J a c k s o n , J . P h y s . C h e m . 1 0 0
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2 . 1 B R E A S T S P E C I M E N S
O n e h u n d r e d b r e a s t s p e c i m e n s w e r e o b t a i n e d f r o m r o u t i n e s u r g i c a l
b i o p s i e s ( b o t h f i n e - n e e d l e a s p i r a t e d a n d o p e n - c o r e e x c i s i o n a l b i o p s i e s ) w i t h t h e
e t h i c s c l e a r a n c e a p p r o v a l s ( T h e S y d n e y A d v e n t i s t H o s p i t a l : a p p r o v a l n u m b e r :
1 0 1 0 0 , S y d n e y , N S W ; a n d R o y a l A d e l a i d e H o s p i t a l : S u r g e o n O r . P e t e r M a l y c h a ,
a p p r o v a l n u m b e r s : 9 4 0 4 2 4 b a n d 9 7 0 3 0 8 c , A d e l a i d e , S A , A u s t r a l i a ) . T h e b r e a s t
s p e c i m e n s w e r e p l a c e d i n p o l y p r o p y l e n e v i a l s c o n t a i n i n g 2 m L o f d e u t e r a t e d
p h o s p h a t e b u f f e r s a l i n e s o l u t i o n ( P B S I D 2 0 , p H 7 . 0 , I C N B i o m e d i c a l s I n c . , O h i o ,
U S A ) , s n a p p e d f r o z e n i n l i q u i d n i t r o g e n a n d s U b s e q u e n t l y s t o r e d a t - 7 0 ° C u n t i l
t h e y w e r e r e q u i r e d f o r h i s t o p a t h o l o g y , m a g n e t i c r e s o n a n c e ( p a r a l l e l s t u d y ) a n d
v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
S a m p l e s w e r e s t o r e d a n d e x a m i n e d t y p i c a l l y w i t h i n s i x m o n t h s f r o m t h e
d a t e o f a c q u i s i t i o n . T w e n t y o f t h e 1 0 0 s a m p l e s w e r e p r e v i o u s l y a n a l y s e d u s i n g
m a g n e t i c r e s o n a n c e s p e c t r o s c o p y ( M R S ) a n d w e r e o v e r t w o y e a r s o l d a t t h e
t i m e o f t h e v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p i c a n a l y s e s .
2 . 2 T I S S U E P R E P A R A T I O N A N D H I S T O P A T H O L O G Y
T i s s u e h a r v e s t e d f o r h i s t o p a t h o l o g y , i n f r a r e d a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i c
a n a l y s e s w a s s e c t i o n e d b y o n e o f t w o m e t h o d s , c r y o s e c t i o n i n g o r f o r m a l i n - f i x e d
p a r a f f i n - e m b e d d e d ( F F P E ) s e c t i o n i n g , s e e F i g u r e 2 . 1 . F i n e n e e d l e a s p i r a t e d
( F N A ) b r e a s t s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d p r i m a r i l y f o r a p a r a l l e l s t u d y u s i n g M R S a t
I M R R . T h e t i s s u e s e c t i o n i n g a n d s t a i n i n g w e r e p e r f o r m e d i n t h e D e p a r t m e n t o f
H i s t o p a t h o l o g y , T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y a n d w e r e e x a m i n e d b y a n e x p e r t
p a t h o l o g i s t P r o f . P e t e r R u s s e l l ( P R ) , T h e D e p a r t m e n t o f A n a t o m i c a l
H i s t o p a t h o l o g y , R o y a l P r i n c e A l f r e d H o s p i t a l ( R P A H ) , S y d n e y .
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Figure 2.1. Schematic workflow of sample preparation and experimentation.
2.2.1 FRESH TISSUES
Fresh biopsy tissues were stored in PBS/D20 solution at -70°C with no
further chemical treatment (minimum H20 interference for MRS experiments).
One third of each sample (c.a. 1 mm3 in volume) was placed into an aluminium
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s a m p l e h o l d e r f o r f r e s h t i s s u e a n a l y s i s u s i n g R a m a n s p e c t r o s c o p y ( S e e S e c t i o n
2 . 4 ) a n d w a s r e t u r n e d t o t h e p o l y p r o p y l e n e v i a l a f t e r a n a l y s i s . T h e r e m a i n d e r
o f t h e s a m p l e w a s c r y o s e c t i o n e d a n d / o r F F P E s e c t i o n e d f o r h i s t o p a t h o l o g y a n d
s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
2 . 2 . 2 C R Y O S E C T I O N S
P r i o r t o f r e e z i n g , t h e t i s s u e s w e r e r i n s e d i n f r e s h P B S / D 2 0 s o l u t i o n a n d
w e r e m o u n t e d o n t o a l u m i n i u m c r y o s t a t h o l d e r s ( - 1 . 5 c m i n d i a m e t e r ) u s i n g a
w a t e r - s o l u b l e O p t i m a l C u t t i n g T e m p e r a t u r e c o m p o u n d " ( O C T , T i s s u e - T e k ,
S a k u r a F i n e t e c h n i c a l C o . L t d . , T o k y o , J a p a n ) . T h e t i s s u e s w e r e s e c t i o n e d t o
t h e d e s i r e d t h i c k n e s s ( 5 - 2 0 t - t m ) u s i n g a T h e r m o S h a n d o n C r y o t o m e ® c r y o s t a t
( F i g u r e 2 . 2 , T h e r m o S h a n d o n , W a l t h a m , M A , U S A ) w i t h a c h a m b e r o p e r a t i n g
t e m p e r a t u r e b e t w e e n - 1 5 a n d - 3 0 ° C d e p e n d i n g o n t h e a d i p o s e c o n t e n t i n t h e
b r e a s t l e s i o n
t
[ 1 ] .
S e c t i o n s w e r e p l a c e d o n t o g l a s s s l i d e s a n d s t a i n e d f o r h i s t o p a t h o l o g y
a n d a d j a c e n t s e c t i o n s w e r e m o u n t e d o n o n e o r m o r e o f t h e f o l l o w i n g w i n d o w s
( F i g u r e 2 . 3 ) : a c a l c i u m f l u o r i d e ( C a F 2 ) I R t r a n s p a r e n t w i n d o w , a n d / o r A g / S n 0 2
c o a t e d M i r r l R t r a n s f l e c t i v e s l i d e s ( K e v l e y T e c h n o l o g i e s , C h e s t e r l a n d , O H , U S A )
f o r i n f r a r e d a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s . S t a n d a r d m i r r o r s w e r e a l s o
u s e d a s m o u n t i n g s u b s t r a t e f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y . T h e r e m a i n d e r o f t h e
s a m p l e w a s w a s h e d w i t h d i s t i l l e d w a t e r t o r e m o v e t h e O C T c o m p o u n d a n d w a s
p l a c e d i n t o a n e w p o l y p r o p y l e n e v i a l c o n t a i n i n g 1 0 % f o r m a l i n s o l u t i o n o v e r n i g h t
f o r F F P E s e c t i o n i n g [ 1 ] . S o m e c r y o s e c t i o n s w e r e a l s o p r e p a r e d o n b i o p s i e s
a f t e r f o r m a l i n - f i x a t i o n f o r t h e s a m p l e o p t i m i s a t i o n s t u d y .
• O C T i n g r e d i e n t s : 1 0 . 2 4 % w l w p o l y v i n y l a l c o h o l , 4 . 2 6 % w l w p o l y e t h y l e n e g l y c o l a n d 8 5 . 5 %
w l w n o n - r e a c t i v e i n g r e d i e n t s .
t R e c o m m e n d e d o p e r a t i n g t e m p e r a t u r e f o r t i s s u e w i t h h i g h a d i p o s e c o n t e n t : - 2 0 t o - 3 0 ' C a n d
f o r l o w a d i p o s e c o n t e n t : - 1 5 t o - 2 0 ' C .
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•
T r i m m i n g m o v e m e n t
d i a l
B l a d e
•
•
•
•
S a m p l e
h o l d e r
•
•
•
C r y o b a r a n d c h a m b e r t e m p e
e c t i o n t h i c k n e s s c o n t r o l 1 _
F i g u r e 2 . 2 . T h e r m o S h a n d o n C r y o t o m e l > u s e d f o r t i s s u e c r y o s e c t i o n i n g .
( F ) C a F
2
( E ) M i r r o r
L
( D )
C r y o s e c t i o n
( B ) ( C )
S t a i n e d S e c t i o n F F P E S e c t i o n
( A )
H & E
-
F i g u r e 2 . 3 . T i s s u e m o u n t i n g m a t e r i a l s : ( A ) g l a s s c o n t a i n i n g H & E s t a i n e d s e c t i o n s ;
t r a n s f l e c t i v e s l i d e s c o n t a i n i n g ( B ) N u c l e i - s t a i n e d s e c t i o n s ; ( C ) F F P E s e c t i o n s ; ( D )
c r y o s e c t i o n s ; ( E ) c r y o s e c t i o n s o n m i r r o r ; a n d ( F ) c r y o s e c l i o n s o n C a F
2
w i n d o w .
2 . 2 . 3 F O R M A L I N - F I X E D P A R A F F I N - E M B E D D E D S E C T I O N S
P r i o r t o p a r a f f i n e m b e d d i n g , t h e b i o p s i e s w e r e f i x e d i n a 1 0 % f o r m a l i n
s o l u t i o n ( 4 % f o r m a l d e h y d e , 1 0 % v / v , S i g m a - A l d r i c h P l y . L t d . , U S A ) f o r a
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m i n i m u m o f 2 4 h r i t o e n s u r e c o m p l e t e p r o t e i n c r o s s - l i n k i n g , w a s h e d w i t h
d i s t i l l e d w a t e r a n d s u b s e q u e n t l y s t o r e d i n 7 0 % e t h a n o l ( E t O H ) . T h e f i x e d
t i s s u e s w e r e p l a c e d i n p l a s t i c s a m p l e h o l d e r s f o r o v e r n i g h t p r o c e s s i n g ( - 1 3 h r )
u s i n g a T h e r m o S h a n d o n H y p e r c e n t e r X P a u t o m a t i c t i s s u e p r o c e s s o r ( F i g u r e
2 . 4 , T h e r m o S h a n d o n , W a l t h a m , M A , U S A ) . T h e o v e r n i g h t t i s s u e p r o c e s s i n g
( T a b l e 2 . 1 ) i n v o l v e d t i s s u e d e h y d r a t i o n t h r o u g h g r a d e d E t O H ( f r o m 1 0 0 % t o
7 0 % ) , c l e a r i n g u s i n g t w o c h a n g e s o f x y l e n e ( F r o n i n e P t y . L t d . , R i v e r s t o n e ,
N S W , A u s t r a l i a ) a n d f o u r c h a n g e s o f p a r a f f i n w a x i n f i l t r a t i o n s ( P a r a p l a s t , L o m b
S c i e n t i f i c , N S W , A u s t r a l i a ) ( 1 ) .
( A ) ( B )
\
_ f 1 r " : : I M ! I J f l r i l , , ,
=
( C )
" < ' :
-
( D )
F i g u r e 2 . 4 . P r e p a r a t i o n s f o r F F P E s e c t i o n i n g : ( A ) T h e r m o S h a n d o n H y p e r c e n t e r X P
t i s s u e p r o c e s s o r a n d T i s s u e - T e k I I I p a r a f f i n e m b e d d i n g c o n s o l e u n i t s : ( 8 ) s a m p l e
s t o r a g e ; ( C ) m o l t e n p a r a f f i n d i s p e n s e r a n d ( D ) c o o l i n g u n i t .
T a b l e 2 . 1 . O v e r n i g h t t i s s u e p r o c e s s i n g u s i n g a u t o m a t i c t i s s u e p r o c e s s o r f o r F F P E
s e c t i o n s [ 1 ] .
C h e m i c a l s T i m e ( m i n )
C h e m i c a l s T i m e ( m i n )
1
E t O H 5 0 %
4 0
8
X y l e n e I
6 0
2 E t O H 7 0 % 4 0 9
X y l e n e 1 1
6 0
3
E t O H 8 0 % 4 0 1 0 P a r a f f i n I 9 0
4 E t O H 9 5 % 6 0 1 1
P a r a f f i n 1 1 6 0
5 E t O H 9 5 %
6 0
1 2 P a r a f f i n I I I 6 0
6 E t O H 1 0 0 % 6 0 1 3
P a r a f f i n I V
9 0
7 E t O H 1 0 0 %
6 0
t A l a r g e b i o p s y r e q u i r e s a l o n g e r f i x a t i o n t i m e p r i o r t o F F P E s e c t i o n i n g .
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T h e t i s s u e s w e r e e m b e d d e d a n d o r i e n t e d i n a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r s ,
w a x e d w i t h m o l t e n p a r a f f i n a t 6 2 ° C ( F i g u r e 2 . 4 C ) , a n d c o o l e d o n i c e f o r a t l e a s t
3 0 m i n ( F i g u r e 2 . 4 0 ) . T h e p a r a f f i n b l o c k w a s t h e n p l a c e d o n t o a T h e r m o
S h a n d o n F i n e s s e 3 2 5 m i c r o t o m e ( T h e r m o S h a n d o n , W a l t h a m , M A , U S A ) a n d
s e c t i o n e d t o t h e d e s i r e d t h i c k n e s s e s o f b e t w e e n 5 a n d 5 0 j . t m . T h e s e c t i o n s
w e r e p l a c e d i n t o a w a t e r b a t h a t 4 2 ° C a n d w e r e m o u n t e d o n h i s t o p a t h o l o g y
g l a s s s l i d e s ( 5 t o 1 0 j . t m ) . A d j a c e n t s e c t i o n s w e r e p l a c e d o n t o C a F 2 , i n f r a r e d
t r a n s f l e c t i v e s l i d e s a n d / o r m i r r o r s f o r i n f r a r e d a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i c
a n a l y s i s . A l l s e c t i o n s w e r e d r i e d i n a n o v e n o v e r n i g h t a t 4 5 ° C b e f o r e s t a i n i n g
a n d s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s . T h e r e m a i n i n g t i s s u e i n t h e p a r a f f i n b l o c k w a s
s e a l e d a n d s t o r e d a t - 4 ° C . P r i o r t o s t a i n i n g , a l l s l i d e s w e r e d e p a r a f f i n i s e d i n
t w o c h a n g e s o f f r e s h H i s t o p u r e o r x y l e n e s o l u t i o n s ( 1 0 m i n e a c h ) a n d t h e n r e -
h y d r a t e d t h r o u g h g r a d e d E t O H ( 1 0 0 % t o 7 0 % ) t h e n w a t e r a c c o r d i n g t o
s t a n d a r d p r o t o c o l s [ 1 ) .
2 . 2 . 4 T I S S U E S T A I N I N G : H A E M A T O X Y L I N A N D E O S I N
T i s s u e s m o u n t e d o n h i s t o p a t h o l o g y g l a s s s l i d e s , b o t h c r y o s e c t i o n e d a n d
F F P E s e c t i o n e d , w e r e s t a i n e d u s i n g a s t a n d a r d h a e m a t o x y l i n a n d e o s i n ( H & E )
p r o c e d u r e [ 1 ) . A d e t a i l e d s t a i n i n g p r o c e d u r e i s s u m m a r i s e d i n T a b l e 2 . 2 , a n d
s u b t l e d i f f e r e n c e s u s e d i n s a m p l e p r e p a r a t i o n s a r e a s f o l l o w e d .
T h e F F P E s e c t i o n s w e r e f i r s t d e p a r a f f i n i s e d i n t w o c h a n g e s o f x y l e n e
( S t e p 1 ) a n d r e h y d r a t e d t h r o u g h t r e a t m e n t s w i t h g r a d e d E t O H ( 1 0 0 % t o 7 0 % ,
S t e p 2 ) , w h i l e c r y o s e c t i o n s w e r e r e h y d r a t e d o n l y i n 7 0 % E t O H . T h e u s e o f
e t h a n o l i n t h e H & E p r o c e s s r e m o v e s a d i p o s e / l i p i d c o n t e n t w i t h i n t h e s e c t i o n s
( b o t h c r y o s e c t i o n s a n d F F P E s e c t i o n s ) . S e c t i o n e d t i s s u e s m o u n t e d o n I R
t r a n s f l e c t i v e s l i d e s w e r e a l s o s t a i n e d a f t e r I R s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
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T a b l e 2 . 2 . H a e m a t o x y l i n a n d e o s i n t i s s u e s t a i n i n g p r o c e d u r e s [ 1 ] .
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H & E P r o t o c o l T i m e
1
D e p a r a f f i n i s e s e c t i o n s i n t w o c h a n g e s o f x y l e n e o r
1 0 m i n
h i s t o c l e a r s o l u t i o n ( F r o n i n e P t y . L t d . , R i v e r s t o n e , N S W ,
e a c h
A u s t r a l i a f o r p a r a f f i n - s e c t i o n s o n I v
2 D e h y d r a t e s e c t i o n s t h r o u g h g r a d e d E t O H ( 1 0 0 % , 1 0 0 % ,
2 m i n e a c h
9 5 % , 9 5 % , 7 0 %
a n d t a p w a t e r
3
S t a i n i n H a r r i s ' s h e m a t o x y l i n ( F r o n i n e
P t y .
L t d . ,
3 - 4 m i n
R i v e r s t o n e , N S W , A u s t r a l i a )
4
W a s h i n t a p w a t e r
1 m i n
5
D i f f e r e n t i a t e i n a c i d a l c o h o l ( 7 0 % E t O H , 4 L a n d 1 0 M H C I ,
3 - 4 d i p s
1 0 m L ) t o r e m o v e e x c e s s s t a i n
6
W a s h i n w a t e r
1 m i n
7
S t a i n i n S c o t t ' s b l u e i n q s o l u t i o n ( S i q m a - A l d r i c h , U S A ) 3 0 s e c
8
E x a m i n e u n d e r m i c r o s c o p e t o a s s e s s w h e t h e r t h e n u c l e i a r e c l e a r l y
s t a i n e d a n d t h e c y t o p l a s m i s u n s t a i n e d . I f n o t c o m p l e t e l y d i f f e r e n t i a t e d ,
r e p e a t s t e p s 4 - 6
9
W a s h i n w a t e r
2 - 5 m i n
1 0
D i p b r i e f l v i n 7 0 % E t O H
3 - 4 d i p s
1 1
C o u n t e r s t a i n i n t w o c h a n g e s o f e o s i n s o l u t i o n ( F r o n i n e 3 0 - 4 0 s e c
P t y . L t d . , R i v e r s t o n e , N S W , A u s t r a l i a ) e a c h
1 2 D e h y d r a t e t h r o u g h g r a d e d a l c o h o l s , 9 5 % , 9 5 % , 1 0 0 % a n d
3 - 4 d i p s
1 0 0 %
1 3
C l e a r i n t w o c h a n g e s o f x y l e n e o r h i s t o c l e a r s o l u t i o n a n d
c o v e r s l i p u s i n g D P X s o l u t i o n ( B D H G u r r , C r o w n S c i e n t i f i c 2 m i n e a c h
A u s t r a l i a
2 . 3 F O U R I E R T R A N S F O R M I N F R A R E D S P E C T R O S C O P Y
2 . 3 . 1 F T I R M I C R O S C O P Y : T I S S U E S E C T I O N A N A L Y S I S
I n f r a r e d s p e c t r a w e r e r e c o r d e d u s i n g a B r u k e r I F S 6 6 v F T I R
s p e c t r o m e t e r ( B r u k e r G m b H , Rudolf-Plank-Stra~e,G e r m a n y ) e q u i p p e d w i t h a
G e - c o a t e d K B r b e a m s p l i t t e r w i t h a s p e c t r a l r a n g e o f 4 5 0 0 - 3 7 0 c m -
1
( m i d -
i n f r a r e d r e g i o n , M l R ) a n d a r o o m t e m p e r a t u r e d e u t e r a t e d L - a l a n i n e t r i g l y c e r i n e
s u l f a t e ( D L a T G S ) d e t e c t o r ( F i g u r e 2 . 5 ) . I n f r a r e d s p e c t r a o f s e c t i o n e d t i s s u e s
w e r e o b t a i n e d u s i n g a B r u k e r S e r i e s O n e M i c r o s c o p e w i t h a l i q u i d - n i t r o g e n -
c o o l e d M C T d e t e c t o r a t t a c h e d t o t h e I F S 6 6 v F T I R s p e c t r o m e t e r . T h e
m i c r o s c o p e i s e q u i p p e d w i t h a t r i n o c u l a r v i e w e r , w h i c h a c c o m m o d a t e s a v i d e o
c a m e r a a l l o w i n g d i r e c t v i e w i n g o f t h e s a m p l e a n d t h r e e o b j e c t i v e s ; o n e f o r
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
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v i e w i n g t h e s a m p l e ( x 4 / 0 . 1 0 N A ) a n d t h e o t h e r t w o f o r b o t h v i e w i n g a n d i n f r a r e d
m e a s u r e m e n t s ( x 1 5 / 4 . 0 N A a n d x 3 6 / 0 . 5 0 N A ) . T h e m i c r o s c o p e w o r k s i n b o t h
t r a n s m i t t a n c e a n d r e f l e c t a n c e m o d e s . A c a s s e g r a i n i a n l e n s i s p e r m a n e n t l y
a l i g n e d a n d u s e d t o f o c u s t h e b e a m o n t h e M C T d e t e c t o r . A x , y s a m p l e s t a g e
( 1 6 0 x 1 5 5 m m ) w a s m a n u a l l y d r i v e n e n a b l i n g v i e w i n g o f s p e c i f i c s a m p l e a r e a s
a n d c o l l e c t i o n o f s p e c t r a .
I R s p e c t r a o f s e c t i o n e d s a m p l e s ( 5 - 5 0 I l m , t y p i c a l l y 5 I l m ) m o u n t e d o n
C a F 2 w i n d o w s o r A g / S n 0 2 c o a t e d I R t r a n s f l e c t i v e s l i d e s w e r e c o l l e c t e d u s i n g a
x 1 5 o b j e c t i v e w i t h a f u l l y - o p e n e d k n i f e e d g e a p e r t u r e o f 5 . 0 x 5 . 0 m m
2
. T h e
b a c k g r o u n d s p e c t r u m w a s c o l l e c t e d f r o m a c l e a n i n f r a r e d w i n d o w w i t h o u t
s a m p l e . T h e s p e c t r o m e t e r b e n c h w a s e v a c u a t e d a n d t h e m i c r o s c o p e s a m p l e
a r e a w a s p u r g e d w i t h c o n s t a n t f l o w o f n i t r o g e n g a s t o m i n i m i s e a t m o s p h e r i c
C 0 2 a n d w a t e r v a p o u r c o n t r i b u t i o n s . A l l s p e c t r a ( b r e a s t s e c t i o n s a n d b i o l o g i c a l
r e f e r e n c e s a m p l e s ) w e r e c o l l e c t e d o v e r t h e M l R r e g i o n w i t h t h e c o - a d d i t i o n o f
2 5 6 o r 5 1 2 s c a n s a t a s p e c t r a l r e s o l u t i o n o f 4 c m -
1
. A l l s i n g l e - p o i n t e x p e r i m e n t s
i n v o l v e d t h e a c q u i s i t i o n o f s p e c t r a i n t r i p l i c a t e . A t l e a s t t w o a r e a s o n e a c h
s a m p l e w e r e i n v e s t i g a t e d w i t h t r i p l i c a t e m e a s u r e m e n t s c o l l e c t e d w i t h i n e a c h
a r e a t o a s s e s s r e p r o d u c i b i l i t y a n d r e p e a t a b i l i t y .
I R e x p e r i m e n t a l d a t a w e r e c o l l e c t e d u s i n g B r u k e r O P U S T M s o f t w a r e [ 2 ]
( * . 0 e x t e n s i o n , v e r s i o n 5 . 0 . 5 3 , B r u k e r A n a l y t i k , G e r m a n y ) . T r i p l i c a t e s p e c t r a
w e r e a v e r a g e d a n d c o n v e r t e d t o G R A M S T M f o r m a t ( * . s p c e x t e n s i o n , v e r s i o n
7 . 0 2 , T h e r m o G a l a c t i c , S a l e m U S A ) f o r s p e c t r a l a n a l y s i s i n G R A M S T M s o f t w a r e
[ 3 ] .
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
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•
•
•
•
K B r B e a m s p l i t t e r
•
M e T d e t e c t o r -
O C a T G S
d e t e c t o r
F i g u r e 2 . 5 . B r u k e r I F S 6 6 v F T I R s p e c t r o m e t e r w i t h S e r i e s O n e M i c r o s c o p e .
2 . 3 . 2 A T T E N U A T E D T O T A L R E F L E C T I O N S P E C T R O S C O P Y
A t t e n u a t e d t o t a l r e f l e c t i o n ( A T R ) o r i n t e r n a l r e f l e c t i o n s p e c t r o s c o p y ( I R S )
I S a v e r s a t i l e ( m i n i m a l s a m p l e p r e p a r a t i o n ) s a m p l i n g t e c h n i q u e . T h e A T R
a c c e s s o r y ( F i g u r e 2 . 6 ) u s e d w a s a M I R a c l e ™ s i n g l e r e f l e c t i o n h o r i z o n t a l A T R
( P i k e T e c h n o l o g i e s , M a d i s o n , W I , U S A ) e q u i p p e d w i t h a c o m p o s i t e d i a m o n d
i n t e r n a l r e f l e c t i o n e l e m e n t ( I R E ) w i t h a 2 - m m s a m p l i n g s u r f a c e a n d a Z n S e
f o c u s i n g e l e m e n t . T h e c o m p o s i t e d i a m o n d l Z n S e I R E h a s a r e f r a c t i v e i n d e x o f
2 . 4 0 3 . A s i n g l e - b e a m b a c k g r o u n d s p e c t r u m w a s c o l l e c t e d f r o m a c l e a n , b l a n k
I R E s u r f a c e . A s i n g l e - b e a m s a m p l e s p e c t r u m w a s t h e n c o l l e c t e d a n d t h e r a t i o
o f t h e s e s p e c t r a w a s u s e d t o p r o d u c e a s p e c t r u m i n a b s o r b a n c e u n i t s . A f t e r
e a c h m e a s u r e m e n t , t h e I R E w a s t h o r o u g h l y c l e a n e d w i t h a c o t t o n b u d d i p p e d
i n i s o p r o p a n o l a n d a l l o w e d t o a i r - d r y p r i o r t o t h e c o l l e c t i o n o f a n e w b a c k g r o u n d
s p e c t r u m . T h e A T R a c c e s s o r y w a s p u r g e d w i t h n i t r o g e n p r i o r t o a n d d u r i n g
s p e c t r a l a c q u i s i t i o n t o m i n i m i s e a t m o s p h e r i c c o n t r i b u t i o n s f r o m c a r b o n d i o x i d e
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
a n d w a t e r v a p o u r .
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B i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s a n d p a t h o l o g i c a l s o l u t i o n s ( T a b l e s 2 . 3 a n d
2 . 4 ) w e r e p l a c e d d i r e c t l y o n t o t h e c r y s t a l s u r f a c e . A r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s o n
t w o f o r m a l i n - f i x e d m a l i g n a n t b r e a s t b i o p s i e s w a s m e a s u r e d u s i n g A T R - F T I R
s p e c t r o s c o p y f o r e v a l u a t i o n o f t i s s u e s t a b i l i t y i n t i s s u e f i x a t i o n . T h e a c c e s s o r y
s a m p l e c l a m p w a s l o w e r e d t o e n s u r e c l o s e c o n t a c t b e t w e e n t h e c r y s t a l a n d
s a m p l e . A l l s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d u s i n g 2 5 6 o r 5 1 2 c o - a d d e d s c a n s a t 4 c m -
1
s p e c t r a l r e s o l u t i o n i n t r i p l i c a t e u s i n g B r u k e r O P U S T M s o f t w a r e [ 2 ] ( * . 0 e x t e n s i o n ,
v e r s i o n 5 . 0 . 5 3 , B r u k e r A n a l y t i k , G e r m a n y ) . F o r b r e a s t s e c t i o n s , a c l e a n a r e a o f
t h e m o u n t i n g m a t e r i a l w a s u s e d f o r b a c k g r o u n d c o l l e c t i o n .
F i g u r e 2 . 6 . A T R a c c e s s o r y f o r a n a l y s i s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s a n d t i s s u e s .
T a b l e 2 . 3 . B i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s .
C h e m i c a l s
F o r m
B i o l o g i c a l R e f e r e n c e s
•
C a l f t h v m u s D N A
S o l i d
N u c l e i c a c i d
M u c i n T y p e I - S f r o m b o v i n e
S o l i d
P r o t e i n
s u b m a x i l l a r y l a n d s
B o v i n e a l b u m i n S o l i d
P r o t e i n
O l e i c a c i d
S o l u t i o n F a t t v a c i d
f 3 - c a r o t e n e T y p e I - s y n t h e t i c S o l i d
( 3 - c a r o t e n e ( v i t a m i n A )
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
T a b l e 2 . 4 . P a t h o l o g i c a l c h e m i c a l s u s e d f o r s a m p l e p r e p a r a t i o n s .
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C h e m i c a l s u s e d i n P a t h o l o g y F o r m
P B S / D
2
0 S o l u t i o n
O C T S o l u t i o n
F o r m a l i n
S o l u t i o n
P a r a f f i n b l o c k c o n t a i n i n a b r e a s t b i o . . £ . s V S o l i d
S o l u t i o nH i s t o D u r e
M i x t u r e o f d i - s u b s t i t u t e d x y l e n e
S o l u t i o n
2 . 3 . 3 F O C A L - P L A N E A R R A Y F T I R I M A G I N G S Y S T E M S
I n f r a r e d i m a g e s o r f u n c t i o n a l g r o u p m a p s w e r e o b t a i n e d u s i n g a D i g i L a b
S t i n g r a y s y s t e m ( D i g i L a b , R a n d o l p h , M A U S A ) , c o n s i s t i n g o f a n F T S 7 0 0 0
s e r i e s F T I R s p e c t r o m e t e r c o u p l e d t o a n U M A 6 0 0 I R m i c r o s c o p e , a S t i n g r a y
l a r g e s a m p l e ( i m a g i n g ) a c c e s s o r y a n d a l i q u i d - n i t r o g e n c o o l e d L a n c e r ™ 6 4 x
6 4 M C T f o c a l - p l a n e a r r a y ( F P A ) d e t e c t o r , t h a t c o l l e c t s 4 0 9 6 i n f r a r e d s p e c t r a
s i m u l t a n e o u s l y a t t h e U n i v e r s i t y o f T e c h n o l o g y S y d n e y , S y d n e y . T h e I R
i m a g i n g s y s t e m h a s a p i x e l s i z e o f 5 . 5 / 1 1 ~m w i t h a p r a c t i c a l s p a t i a l r e s o l u t i o n
o f a p p r o x i m a t e l y 1 5 ~m a n d a f i e l d o f v i e w ( F O V ) o f 3 5 0 / 7 0 0 ~m2 f o r t h e 6 4 x
6 4 F P A d e t e c t o r [ 4 ] .
T h e i n s t r u m e n t u s e d D i g i L a b W i n l R P r o v e r s i o n 3 . 4 P r o , ( D i g i L a b ,
R a n d o l p h , M A , U S A ) f o r d a t a c o l l e c t i o n a n d m a n i p u l a t i o n [ 5 ] . T h e i n s t r u m e n t
w a s c a l i b r a t e d u s i n g a S t i n g r a y T M f u n c t i o n i n t h e s o f t w a r e s o t h a t a l l p i x e l s g a v e
t h e s a m e a p p a r e n t r e s p o n s e . B a c k g r o u n d s o f 2 5 6 c o - a d d e d s c a n s w i t h a
2 c m -
1
s p e c t r a l r e s o l u t i o n w e r e c o l l e c t e d o n a c l e a n s u r f a c e o f a A g / S n 0 2 I R
t r a n s f l e c t i v e s l i d e s . B r e a s t s e c t i o n s w e r e m e a s u r e d u s i n g a x 1 5 m a g n i f i c a t i o n
a n d t h e c o - a d d i t i o n o f 2 5 6 s c a n s w i t h a 2 c m -
1
s p e c t r a l r e s o l u t i o n .
S p e c t r a l d a t a c u b e s w e r e s a v e d a s D i g i L a b d e f a u l t f o r m a t s ( - . d a t
e x t e n s i o n ) [ 5 ] . F u n c t i o n a l g r o u p m a p s b a s e d o n t h e a r e a o f d i a g n o s t i c p e a k s
w e r e p l o t t e d . T h e d a t a c u b e s w e r e a l s o a n a l y s e d u s i n g C y t o s p e c f o r
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
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m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ( S e e S e c t i o n 2 . 5 ) . W h e r e a p p r o p r i a t e , i n d i v i d u a l
s p e c t r a w e r e e x t r a c t e d f r o m t h e i m a g e f i l e a n d i m p o r t e d i n t o G R A M S / A I T M f o r
f u r t h e r a n a l y s i s .
2 . 3 . 4 S Y N C H R O T R O N - R A D I A T I O N B A S E D F T I R S P E C T R O M E T E R
I n f r a r e d s p e c t r a o f b r e a s t s e c t i o n s u s i n g s y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n b a s e d
F T I R ( S R - F T I R ) s p e c t r o s c o p y w e r e r e c o r d e d u s i n g a N i c o l e t M a g n a 8 6 0 F T I R
s p e c t r o m e t e r ( T h e r m o N i c o l e t I n s t r u m e n t s , M a d i s o n , W I , U S A ) e q u i p p e d w i t h a
C o n t i n u l t m I R m i c r o s c o p e ( S p e c t r a T e c h , O a k R i d g e , T N , U S A ) , m a p p i n g s t a g e
c o n t r o l l e r , x 3 2 o b j e c t i v e a n d M C T d e t e c t o r . T h e b e n c h w a s c o n f i g u r e d w i t h a
c o l l i m a t e d s y n c h r o t r o n l i g h t b e a m l i n e ( B L 1 4 A a t t h e N a t i o n a l S y n c h r o t r o n
R a d i a t i o n R e s e a r c h C e n t r e , T a i w a n ) , w h i c h s e r v e d a s a n e x t e r n a l i n p u t t o t h e
N i c o l e t M a g n a 8 6 0 . T h e m o d u l a t e d l i g h t w a s d i r e c t e d i n t o t h e I R m i c r o s c o p e
f o r r e f l e c t i o n m i c r o s c o p y .
T h e s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d i n t h e m i d - I R r a n g e o f 4 0 0 0 - 7 0 0 c m -
1
a t a
s p e c t r a l r e s o l u t i o n o f 4 c m -
1
w i t h t h e c o - a d d i t i o n o f 3 2 s c a n s a n d a n a p e r t u r e o f
1 5 x 1 5 I J m 2 . T h e o p t i c s w e r e p u r g e d u s i n g d r y N 2 a n d t h e a u t o m a t i c
a t m o s p h e r i c s u p p r e s s i o n f u n c t i o n i n t h e O M N I C T M s o f t w a r e w a s u s e d t o
m i n i m i s e i n f r a r e d a b s o r p t i o n b y C 0 2 a n d w a t e r v a p o u r i n t h e a m b i e n t a i r . A
s i n g l e - b e a m b a c k g r o u n d s p e c t r u m w a s c o l l e c t e d f r o m a n a r e a f r e e o f s a m p l e .
S t a g e c o n t r o l , d a t a c o l l e c t i o n a n d p r o c e s s i n g w e r e p e r f o r m e d u s i n g O M N I C T M
v e r s i o n 6 . 1 a ( T h e r m o N i c o l e t , M a d i s o n , W I , U S A ) [ 6 ] . V i s i b l e i m a g e s w e r e
o b t a i n e d u s i n g a c a m e r a l i n k e d t o t h e C o n t i n u l t m m i c r o s c o p e . E x p e r i m e n t a l
d a t a w e r e s t o r e d i n T h e r m o N i c o l e t . m a p f o r m a t i n O M N I C T M V e r s i o n 6 . 1 [ 6 ]
a n d f a l s e c o l o u r f u n c t i o n a l g r o u p m a p s b a s e d o n t h e a r e a o f d i a g n o s t i c p e a k s
w e r e p l o t t e d u s i n g t h e A t l l t s T M f u n c t i o n i n O M N I C T M V e r s i o n 7 . 1 [ 7 ] .
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
2 . 4 R A M A N S P E C T R O S C O P Y
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T h e s a m p l e s f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y a n d i m a g i n g w e r e p r e p a r e d e i t h e r
a s s e c t i o n s o r w e r e a n a l y s e d f r e s h . T a b l e s 2 . 5 a n d 2 . 6 s u m m a r i s e t h e
e x p e r i m e n t a l p r o t o c o l s f o r t i s s u e a n a l y s i s f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y . F o r f r e s h
t i s s u e a n a l y s i s , t h e s p e c i m e n w i t h a v o l u m e o f - 1 m m
3
w a s p l a c e d i n t o a
s t a i n l e s s s t e e l s a m p l e h o l d e r , w h i c h w a s m o u n t e d i n t o t h e m a c r o - s a m p l e
h o l d e r o f t h e F T - R a m a n s p e c t r o m e t e r .
T a b l e 2 . 5 . E x p e r i m e n t a l p r o t o c o l s f o r R a m a n s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
L a s e r T y p e
A r + : K r + : K r + :
D i o d e : N d : Y A G :
A
5 1 4 n m
6 4 7 n m 7 5 2 n m
8 3 0 n m #
1 0 6 4 n m
S p e c t r o m e t e r
R e n i s h a w R a m a n S y s t e m s 2 0 0 0 B r u k e r
M i c r o s c o p e R F S 1 0 0
L a s e r p o w e r i n t o
2 0 - 2 5 m W ~ 3 0 0 m W 1 3 0 m W
s p e c t r o m e t e r
L a s e r p o w e r a t
< 2 m W
1 3 0 m W
s a m p l e
m a c r o
O b j e c t i v e l e n s e s
x 5 , x 2 0 o r x 5 0
n l a
L a s e r s p o t s i z e
1 I - l m @ x 5 0 - 1 0 0 I - l m
( d i a m e t e r )
G r a t i n Q ( I i n e s / m m )
1 8 0 0 1 8 0 0 1 2 0 0 1 2 0 0 n l a
S p e c t r a l r e g i o n
1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
3 6 0 0 -
5 0 c m -
1
E x p o s u r e t i m e
1 0 - 3 0 s ( g r a t i n g s p e c t r a ) n l a
I m a g i n g t i m e
6 0 0 s ( f i l t e r i m a Q e n l a
S p e c t r a l
1 - 5 ( g r a t i n g ) a n d 1 ( i m a g i n g ) 2 5 6 / 5 1 2
a c c u m u l a t i o n
L a s e r A r e g i o n
V i s i b l e N e a r i n f r a r e d
T a b l e 2 . 6 . S a m p l e p r e p a r a t i o n f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y a n d i m a g i n g .
S a m p l e F o r m
S e c t i o n L a s e r E x c i t a t i o n W a v e l e n g t h f o r
T h i c k n e s s R a m a n E x p e r i m e n t s
•
B u l k t i s s u e s i n P B S / D 2 0 n l a
A = F T - R a m a n ( 1 0 6 4 - n m )
B u l k t i s s u e s i n f o r m a l i n
n l a
A = F T - R a m a n ( 1 0 6 4 - n m )
C r y o s e c t i o n s o n
5 - 2 0 I J m
A = 5 1 4 , 6 4 7 , 7 5 2 , 8 3 0 a n d 1 0 6 4 - n m
C a F 2 / m i r r o r
F F P E s e c t i o n s o n
5 - 2 0 I J m
A . = 5 1 4 , 6 4 7 , 7 5 2 , 8 3 0 a n d 1 0 6 4 - n m
C a F 2 / m i r r o r
C o m m e r c i a l l y - a v a i l a b l e
c h e m i c a l ( s o l i d a n d
n l a
A . = 1 0 6 4 - n m
s o l u t i o n s s t a n d a r d s
j T h e 8 3 0 - n m l a s e r w a s o n l o a n b e t w e e n F e b r u a r y a n d A p r i l 2 0 0 3 f r o m T h e M e d i c a l L a s e r
I n s t i t u t e , T h e U n i v e r s i t y o f L i v e r p o o l , U K .
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
2 . 4 . 1 F T - R A M A N S P E C T R O M E T E R ( A . = 1 0 6 4 - N M )
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F T - R a m a n s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d o n a B r u k e r I F S 1 0 0 F T - R a m a n
s p e c t r o m e t e r ( F i g u r e 2 . 7 , B r u k e r G m b H , R u d o l f - P l a n k - S t r a 1 3 e , G e r m a n y )
e q u i p p e d w i t h a n e o d y m i u m : y t t r i u m a l u m i n i u m g a r n e t ( N d : Y A G ) l a s e r e m i t t i n g
a t a w a v e l e n g t h o f 1 0 6 4 n m a n d a l i q u i d - n i t r o g e n - c o o l e d G e d e t e c t o r w i t h a n
e x t e n d e d s p e c t r a l r e g i o n o f 4 0 0 0 - 5 0 c m -
1
. A 1 8 0
0
b a c k - s c a t t e r i n g s a m p l i n g
g e o m e t r y w a s e m p l o y e d . S p e c t r a o f f r e s h b i o p s y s a m p l e s ( s e e F i g u r e 2 . 1 ) a n d
b i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s w e r e r e c o r d e d a t a r e s o l u t i o n o f 4 c m -
1
, w i t h t h e
c o - a d d i t i o n o f 2 5 6 o r 5 1 2 s c a n s a t a m i n i m u m l a s e r p o w e r o f 1 3 0 m W ( h i g h e r
l a s e r p o w e r s w e r e a l s o a p p l i e d t o c e r t a i n s a m p l e s ) a n d m e a s u r e d i n t r i p l i c a t e .
T h e s p e c t r a w e r e n o t c o r r e c t e d f o r i n s t r u m e n t r e s p o n s e a n d a l l e x p e r i m e n t s
i n v o l v e d t h e a c q u i s i t i o n o f s p e c t r a i n t r i p l i c a t e . A m i r r o r - b a s e d q u a r t z c u v e t t e
w a s u s e d i n p l a c e o f a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r t o m e a s u r e r e f e r e n c e s o l u t i o n s .
F i g u r e 2 . 7 . F T - R a m a n s p e c t r o m e t e r s e t - u p f o r b u l k t i s s u e a n a l y s i s . b i o l o g i c a l
r e f e r e n c e s a n d p a t h o l o g i c a l c h e m i c a l s a n a l y s i s .
C h a p t e r 0 2 - M a t e r i a l s a n d M e t h o d s 7 0
E x p e r i m e n t a l d a t a w e r e r e c o r d e d i n t r i p l i c a t e , a n d s a v e d a s B r u k e r
O P U S T M d e f a u l t f o r m a t s ( * . 0 e x t e n s i o n , v e r s i o n 5 . 0 . 5 3 , B r u k e r A n a l y t i k ,
G e r m a n y ) a n d c o n v e r t e d t o G R A M S T M f o r m a t ( * . s p c e x t e n s i o n , v e r s i o n 7 . 0 2 ,
T h e r m o G a l a c t i c , S a l e m U S A ) f o r s p e c t r a l a n a l y s i s i n G R A M S T M s o f t w a r e
[ 2 , 3 ] .
2 . 4 . 2 D I S P E R S I V E R A M A N M I C R O S C O P Y : R E N I S H A W R A M A N S Y S T E M
S p e c t r a w e r e c o l l e c t e d o n a R e n i s h a w R a m a n S y s t e m s 2 0 0 0
M i c r o s c o p e ( R e n i s h a w p l c . , W o t t o n - u n d e r - E d g e , U K ) , e q u i p p e d w i t h a n a i r -
c o o l e d c h a r g e - c o u p l e d d e v i c e ( C C D ) c a m e r a ( F i g u r e 2 . 8 ) . T h e s p e c t r o m e t e r
i s f i t t e d w i t h h o l o g r a p h i c n o t c h f i l t e r s a n d a n 1 8 0 0 ( A = 5 1 4 a n d 6 4 7 n m ) o r
1 2 0 0 ( A = 7 5 2 a n d 8 3 0 n m ) l i n e s / m m g r a t i n g . T h e a t t a c h e d m i c r o s c o p e i s a
L e i c a D M L M e q u i p p e d w i t h t h r e e o b j e c t i v e s ( x 5 0 / 0 . 7 5 N A , x 2 0 / 0 . 4 0 N A a n d
x 5 0 / 0 . 1 2 N A ) a n d a t r i n o c u l a r v i e w e r , w h i c h a c c o m m o d a t e s a v i d e o c a m e r a
a l l o w i n g d i r e c t v i e w i n g o f t h e s a m p l e o n t h e c o m p u t e r .
S a m p l e e x c i t a t i o n w a s a c h i e v e d u s i n g a S t a b i l i t e 2 0 1 7 A r i o n ( A =
5 1 4 n m , S p e c t r a - P h y s i c s , C A , U S A ) , a B e a m L o k 2 0 6 0 K r i o n ( A = 6 4 7 a n d
7 5 2 n m , S p e c t r a - P h y s i c s ) o r a d i o d e l a s e r ( A = 8 3 0 n m , R e n i s h a w ) . T i s s u e
s e c t i o n s w e r e m o u n t e d o n C a F 2 w i n d o w s o r m i r r o r s a n d t h e e x p e r i m e n t a l
p r o t o c o l i s s u m m a r i s e d i n T a b l e 2 . 5 a n d s p e c t r a w e r e n o t c o r r e c t e d f o r
i n s t r u m e n t r e s p o n s e . T h e s p e c t r o m e t e r w a s c o m p u t e r - c o n t r o l l e d u s i n g t w o
s o f t w a r e p a c k a g e s , o n e f o r i n s t r u m e n t c o n t r o l ( W i R E T M V e r s i o n 1 . 3 . 1 8 ,
R e n i s h a w ) a n d t h e o t h e r f o r d a t a a n a l y s i s ( G R A M S / 3 2 ® V e r s i o n 4 . 1 4 L e v e l 1 1 ,
G a l a c t i c I n d u s t r i e s C o r p o r a t i o n ) [ 8 ] . E x p e r i m e n t a l d a t a w e r e a c q u i r e d a n d
s t o r e d i n G R A M S / 3 2 f o r m a t ( * . s p c e x t e n s i o n ) a n d a n a l y s e d i n G R A M S / A I T M
V e r s i o n 7 .
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A K r + o r A r + l a s e r s o u r c e I
B T u n a b l e m o n o c h r o m a t o r J
C I C o m p u t e r c o n t r o l l e d l a s e r I K
a t t e n u a t o r
o I O b i e c t i v e l e n s I L
E I S p o t f o c u s a d j u s t m e n t l e n s I M
F I P l u g - a n d - p l a y h o l o g r a p h i c n o t c h I N
f i l t e r a n d p o l a r i s e r ( w a v e l e n g t h
s p e c i f i c )
G I F o c u s l e n s I 0
H I A d j u s t a b l e s l i t s
I s o s c e l e s t r i a n g l e m i r r o r
G r a t i n g
C h a r g e c o u p l e d d e v i c e ( C C O )
d e t e c t o r
O p t i c a l m i c r o s c o p e
A d i u s t a b l e m i r r o r s
C o m p u t e r
F i l t e r w h e e l f o r R a m a n i m a g i n g
F i g u r e 2 . 8 . S c h e m a t i c i l l u s t r a t i o n o f R e n i s h a w R a m a n S y s t e m s 2 0 0 0 M i c r o s c o p e
w i t h t h e p e r m i s s i o n f o r r e p r o d u c t i o n f r o m R e n i s h a w p l c .
2 . 4 . 3 R A M A N I M A G I N G
R a m a n i m a g e s o f ~-carotene, a l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u a n d a m i c r o -
c a l c i f i c a t i o n w e r e a c q u i r e d u s i n g a R e n i s h a w R a m a n S y s t e m s 2 0 0 0
m i c r o s c o p e w i t h l a s e r e x c i t a t i o n s o f 5 1 4 a n d 8 3 0 n m . T h e i m a g e s w e r e
c o l l e c t e d b y d e p l o y i n g f i l t e r s ( t h e r e d p a t h s h o w n i n F i g u r e 2 . 8 0 ) a n d b y
u s i n g v a r i o u s l a s e r d e f o c u s p e r c e n t a g e s . A f i l t e r s p e c t r u m o f t h e p a r t i c u l a r
b a n d s o f i n t e r e s t w a s c o l l e c t e d p r i o r t o t h e i m a g i n g e x p e r i m e n t t o l o c a t e t h e
b a n d s o f i n t e r e s t s , a s t h e b a n d p o s i t i o n m a y s h i f t b y ± 1 0 c m -
1
w h e n
c o m p a r e d t o a s p e c t r u m c o l l e c t e d w i t h t h e g r a t i n g . V a r i o u s l a s e r d e f o c u s
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p e r c e n t a g e s ( 0 t o 5 0 % ) w e r e d e p l o y e d f o r e x p e r i m e n t a l o p t i m i s a t i o n . T h e
a v e r a g e a c q u i s i t i o n t i m e f o r t h e e x p e r i m e n t s w a s 6 0 0 s . R a m a n i m a g e s w i t h
f a l s e - c o l o u r i n t e n s i t y s c a l e s w e r e p l o t t e d u s i n g t h e R e n i s h a w W i R E T M p l u g - i n
' I m a g e ' f u n c t i o n i n G R A M S / 3 2 ® ( V e r s i o n 4 . 1 4 L e v e l 1 1 , G a l a c t i c I n d u s t r i e s
C o r p o r a t i o n , S a l e m , U S A ) [ 8 ) . T h e s p a t i a l r e s o l u t i o n s f o r f i l t e r i m a g i n g w e r e
a p p r o x i m a t e l y 1 . 5 6 8 [ 1 m w i t h x 2 0 / 0 . 4 0 N A o b j e c t i v e f o r 5 1 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n a n d 2 . 5 3 2 [ 1 m w i t h x 2 0 / 0 . 4 0 N A o b j e c t i v e f o r 8 3 0 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n . T h e i m a g e d i m e n s i o n s a r e 2 8 x 2 8 [ 1 m
2
(~-carotene) a n d 5 8 x
5 8 [ 1 m
2
( L C I S a n d m i c r o - c a l c i f i c a t i o n ) w i t h a s p e c t r a l r e s o l u t i o n o f 4 c m -
1
.
2 . 5 S P E C T R A L P R O C E S S I N G A N D C H E M O M E T R I C S
2 . 5 . 1 S P E C T R A L P R O C E S S I N G : G R A M S / A I T M
S i n g l e - p o i n t i n f r a r e d a n d R a m a n s p e c t r a w e r e c o n v e r t e d t o t h e
s t a n d a r d . s p c f o r m a t a n d w e r e a n a l y s e d p r i m a r i l y i n G R A M S / A I T M V e r s i o n 7 .
T h e s p e c t r a w e r e p r o c e s s e d u s i n g v a r i o u s a r i t h m e t i c p r o g r a m s i n c l u d i n g
s m o o t h i n g , b a s e l i n e c o r r e c t i o n , d e r i v a t i v e a n d c u r v e f i t t i n g . T r i p l i c a t e s a m p l e
s p e c t r a w e r e a v e r a g e d , a n d i f n e c e s s a r y , b a s e l i n e c o r r e c t i o n s a n d / o r
s m o o t h i n g w e r e p e r f o r m e d u s i n g t h e s e c o n d - p o l y n o m i a l S a v i t z k y - G o l a y
m e t h o d § ( 1 1 t o 1 7 - p o i n t ) . T h e f i r s t a n d s e c o n d d e r i v a t i v e s w e r e u s e d t o
d e t e r m i n e t h e w i d t h a n d t h e p o s i t i o n o f t h e p e a k ( s ) , r e s p e c t i v e l y [ 9 ] . T h e
c u r v e - f i t t i n g f u n c t i o n w a s a p p l i e d t o d e t e r m i n e t h e p o s i t i o n s o f t h e p e a k s b y
t a k i n g t h e s e c o n d d e r i v a t i v e a n d m a n u a l l y f i t t i n g t h e p e a k s w i t h m i n i m a l
r e s i d u a l p r i o r t o i t e r a t i o n ( d e f a u l t = 5 0 r u n s ) . P e a k i n t e g r a t i o n w a s a l s o u s e d
t o d e t e r m i n e t h e p e a k a r e a o f r e s o l v e d p e a k s . O n c e t h e s p e c t r a w e r e
§ S m o o t h i n g f u n c t i o n a p p l i e s t o s p e c t r a w i t h l o w s i g n a l - t o - n o i s e r a t i o o n l y a n d t h e a m o u n t
u s e d d e p e n d s o n S I N .
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p r o c e s s e d , m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e a p p l i e d t o d i f f e r e n t i a t e b r e a s t
t i s s u e c o m p o n e n t s .
2 . 5 . 2 C H E M O M E T R I C S
F o u r m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s , p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s
( P C A ) , h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( H C A ) , n o n - h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s k -
m e a n s c l u s t e r i n g ( K M C ) , a n d f u z z y c - m e a n s ( F C M ) c l u s t e r i n g , w e r e u s e d t o
d i f f e r e n t i a t e t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s o f b r e a s t l e s i o n s .
2 . 5 . 2 . 1 P R I N C I P A L C O M P O N E N T A N A L Y S I S
P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s f r o m t h e s i n g l e - p o i n t i n f r a r e d a n d R a m a n
s p e c t r a w e r e a n a l y s e d u s i n g P C A i n T h e U n s c r a m b l e r V e r s i o n 9 . 6 [ 1 0 ] . T w o
s p e c t r a l r e g i o n s : t h e C - H s t r e t c h i n g r e g i o n ( 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
) a n d t h e 1 7 0 0 -
1 0 0 0 c m -
1
r e g i o n , w e r e a n a l y s e d w i t h f u l l c r o s s - v a l i d a t i o n a n d a m a x i m u m o f
t w e n t y p r i n c i p a l c o m p o n e n t s . T h e f i r s t t w o P C s c o r e s a n d t h e l o a d i n g w e r e
p l o t t e d . W h e n o u t l i e r s w e r e i d e n t i f i e d f r o m t h e P C s c o r e p l o t s , t h e y w e r e
e x c l u d e d a n d t h e P C A w a s r e - a n a l y s e d .
A P C A i m a g e f r o m a D C I S c r y o s e c t i o n w a s a n a l y s e d u s i n g C y t o s p e c
V e r s i o n 1 . 0 . 1 2 [ 1 1 ] . T h e s e c o n d d e r i v a t i v e o f t h e a m i d e I r e g i o n ( 1 7 0 0 -
1 6 0 0 c m -
1
) w a s s e l e c t e d f o r t h e a n a l y s i s a n d t h e f i r s t t w o P C s c o r e s w e r e
p l o t t e d a n d i m a g e d .
2 . 5 . 2 . 2 H I E R A R C H I C A L C L U S T E R A N A L Y S I S
S p e c t r a o f b r e a s t l e s i o n s , b i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s , a n d p a t h o l o g y
s o l u t i o n s c o l l e c t e d u s i n g t h e B r u k e r F T I R s p e c t r o m e t e r w e r e a n a l y s e d u s i n g
O P U S h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( H C A ) . T h e s p e c t r a l d a t a w e r e p r e -
p r o c e s s e d u s i n g a s e c o n d - d e r i v a t i v e f u n c t i o n w i t h n i n e - p o i n t s m o o t h i n g
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a n d / o r v e c t o r n o r m a l i s a t i o n . T h e d i s t a n c e m a t r i x w a s c a l c u l a t e d u s i n g 0 -
v a l u e o v e r t h e s e l e c t e d s p e c t r a l r e g i o n s , f o l l o w e d b y a p p l y i n g t h e W a r d ' s
c l u s t e r a l g o r i t h m . T h e d e n d r o g r a m w a s p r o d u c e d t o d i f f e r e n t i a t e v a r i o u s
c o m p o n e n t s [ 2 ) .
T w o H C A s w e r e a p p l i e d : ( 1 ) i d e n t i f i c a t i o n o f u n k n o w n b r e a s t l e s i o n s
f r o m t h e r e p r e s e n t a t i v e s p e c t r a o f k n o w n b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t
l e s i o n s ; ( 2 ) d i f f e r e n t i a t i o n o f s p e c i f i c b r e a s t l e s i o n b a s e d o n t h e I R b a n d s o f
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s ( p r o t e i n s , l i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s ) .
2 . 5 . 2 . 3 N O N - H I E R A R C H I C A L C L U S T E R A N A L Y S I S
N o n - h i e r a r c h i c a l c l u s t e r i m a g e s u s i n g k - m e a n s c l u s t e r i n g ( K M C ) a n d
f u z z y c - m e a n s ( F C M ) c l u s t e r i n g a l g o r i t h m s o n t h e I R i m a g e s o f b r e a s t
s e c t i o n s w e r e a p p l i e d t o d i f f e r e n t i a t e v a r i o u s b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s i n
C y t o s p e c [ 1 1 ) . I n K M C a n a l y s i s , t h e s p e c t r a l r e g i o n s o f 3 8 0 0 - 3 0 0 0 , 3 0 0 0 -
2 8 0 0 , 1 8 0 0 - 9 5 0 , 1 7 5 0 - 1 5 8 0 , a n d 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - 1 , t o g e t h e r w i t h t w o , t h r e e ,
f i v e a n d / o r s i x c l u s t e r s , a n d 1 0 0 ( d e f a u l t ) t r a i n i n g c y c l e s w e r e a p p l i e d . T h e
s a m e s p e c t r a l r e g i o n s w i t h m i n i m u m i m p r o v e m e n t v a l u e o f 0 . 0 0 0 5 ( d e f a U l t )
w e r e a p p l i e d i n t h e F C M c l u s t e r a n a l y s i s u s i n g t h e n o r m a l i s e d d a t a w i t h f i v e
c l u s t e r s t o g e n e r a t e t h e i n d i v i d u a l c l u s t e r p l o t s . I n b o t h n o n - H C A , t h e
a v e r a g e s p e c t r a o f e a c h c l u s t e r w e r e a l s o a c q u i r e d .
2 . 6 R E F E R E N C E S
[ 1 ) J . R a d f o r d , H i s t o p a t h o l o g y T e c h n i q u e s . 7 t h e d . , T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y ,
S y d n e y , 2 0 0 2 .
[ 2 ) B r u k e r O p t i k , S o f t w a r e : B r u k e r O p u s V e r s i o n 5 . O . 5 3 , 2 0 0 3 .
[ 3 ) T h e r m o - I n f o r m a t i c s , S o f t w a r e : G r a m s / A I V e r s i o n 7 . 0 2 , 2 0 0 2 .
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[ 4 ] V a r i a n , L a n c e r ™ F o c a l P l a n e A r r a y ( F P A ) C a m e r a s .
h t t p : / / w w w . v a r i a n i n c . c o m / c g i -
b i n / n a v ? p r o d u c l s / s p e c l r / f t i r / f t i r i m a g i n g / l a n c e r f p a & c i d = I N Q M I L P M F I , V a r i a n ,
2 0 0 5 .
[ 5 ] V a r i a n , S o f t w a r e : D i g i l a b W i n - I R P r o V e r s i o n 3 . 4 , 2 0 0 3 .
[ 6 ] T h e r m o N i c o l e t , S o f t w a r e : O m n i c ™ 6 . 1 a , 2 0 0 1 .
[ 7 ] T h e r m o - N i c o l e t , S o f t w a r e : O m n i c ™ A t l J i s T M 7 . 1 , 2 0 0 5 .
[ 8 ] T h e r m o - I n f o r m a t i c s , S o f t w a r e : G r a m s / 3 2 V e r s i o n 4 . 1 4 L e v e l 1 1 , 1 9 9 9 .
[ 9 ] B . S t u a r l , W . G e o r g e , P . M c l n t y r e , M o d e r n I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y :
A n a l y t i c a l C h e m i s t r y b y O p e n L e a r n i n g . J o h n W i l e y & S o n s , C h i c h e s t e r ,
1 9 9 6 .
[ 1 0 ] C A M O P r o c e s s A S , S o f t w a r e : T h e U n s c r a m b l e r , V e r s i o n 9 . 6 ; 2 0 0 6 .
[ 1 1 ] C y t o s p e c , S o f t w a r e : C y t o s p e c , V e r s i o n 1 . 2 ; 2 0 0 5 .
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A t o t a l o f 1 0 0 b r e a s t b i o p s i e s w e r e c o l l e c t e d w i t h t h e e t h i c s c l e a r a n c e
a p p r o v a l s . T h e s e s a m p l e s w e r e d i a g n o s e d b y p a t h o l o g i s t - a s f o l l o w s : 4 3
b e n i g n ( 3 6 f i b r o c y s t i c c h a n g e s , 4 f i b r o a d e n o m a a n d 3 i n t r a d u c t p a p i l l o m a ) ; 7 i n -
s i t u c a r c i n o m a s ( 5 D C I S a n d 2 L C I S ) ; a n d 4 7 m a l i g n a n t b r e a s t c a n c e r s ( 3 6 I D C
a n d 1 1 I L C ) , s e e S e c t i o n 2 . 1 ( T a b l e 3 . 1 ) . T h r e e s a m p l e s w e r e u n a b l e t o b e
c l a s s i f i e d d u e t o i n s u f f i c i e n t s a m p l e s i z e a n d a l a c k o f m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s .
N o n o r m a l b r e a s t s a m p l e s w e r e o b t a i n e d f o r t h i s r e s e a r c h a s t h e s a m p l e s w e r e
a c q u i r e d e i t h e r f r o m o p e n - c o r e o r s u r g i c a l b i o p s i e s u p o n t h e i n i t i a l r e s u l t s f r o m
t r i p l e a s s e s s m e n t w i t h a p p r o v a l f r o m H u m a n E t h i c s C o m m i t t e e s . T e n s a m p l e s
a c q u i r e d w e r e n o t s e n t t o p a t h o l o g y p r i o r t o s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s ; t h e s e w e r e
u s e d f o r a b l i n d s t u d y . T h e m a j o r i t y o f t h e b i o p s i e s f o r h i s t o p a t h o l o g y w e r e
s e c t i o n e d u s i n g f o r m a l i n - f i x e d p a r a f f i n - e m b e d d e d ( F F P E ) t e c h n i q u e a n d t o a
l e s s e r e x t e n t , c r y o s t a t s e c t i o n i n g . S e c t i o n s p r e p a r e d f r o m b o t h t e c h n i q u e s
w e r e s t a i n e d w i t h h a e m a t o x y l i n a n d e o s i n ( H & E ) , a s d e s c r i b e d i n S e c t i o n 2 . 2 ,
a n d w e r e c l a s s i f i e d u s i n g l i g h t m i c r o s c o p y b y a p a t h o l o g i s t ( 1 ) .
T a b l e 3 . 1 . P a t h o l o g i c a l r e s u l t s o n b r e a s t s p e c i m e n s ( 1 0 0 ) .
G r o u p s
•
C l a s s i f i c a t i o n
F i b r o c y s t i c c h a n g e s
3 6
F i b r o a d e n o m a 4
I n t r a d u c t P a p i l l o m a
3
D C I S 5
L C I S 2
I D C 3 6
I L C 1 1
~
. ! I
• P a t h o l o g i s t : P r o f e s s o r P e t e r R u s s e l l a n d e a r l y s a m p l e s w e r e p r e - i d e n t i f i e d u p o n s a m p l e
c o l l e c t i o n f r o m T h e I n s t i t u t e f o r M a g n e t i c R e s o n a n c e R e s e a r c h , T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y .
D C I S ; d u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u ; L C I S ; l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u ; I D C ; i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a ;
a n d I L C ; i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a .
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3 . 2 N O R M A L B R E A S T F E A T U R E S
S i n c e n o n o r m a l b r e a s t s p e c i m e n s w e r e c o l l e c t e d f o r t h i s r e s e a r c h ,
l e s i o n - f r e e a r e a s i n t h e b r e a s t s p e c i m e n w e r e u s e d a s ' n o r m a l ' c o n t r o l s . T h e s e
a r e a s w e r e d e s i g n a t e d a s l e s i o n - f r e e b y t h e p a t h o l o g i s t . F i g u r e s 3 . 1 a n d 3 . 2
a r e r e p r e s e n t a t i v e e x a m p l e s o f t h e m a j o r b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s o f t h e H & E
s t a i n e d ' n o r m a l ' b r e a s t s e c t i o n s .
C T ( L o o s e )
o
"
•
o f
4
•
•
•
~ . .
. ; . S t r o m a ( L o o s e )
•
•
,
• •
-
•
• •
" " l .
•
•
1 0 0 I - \ m
D i s s e l Y e d adipo~eJiss~erl_ . _ . "
o
F i g u r e 3 . 1 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f n o r m a l l o b u l e s . T h e n u c l e i o f t h e a c i n i a r e
u n i f o r m i n s h a p e a n d t h e y a r e s u r r o u n d e d b y l o o s e s t r o m a l t i s s u e s a n d a d i p o s e
t i s s u e s ( d i s s o l v e d ) . ( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t ) h i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e
a c i n i . e T : c o n n e c t i v e t i s s u e .
-
' M y o e p i t h e l i a l c~
,
B a ' s e m e n t
m e m b r a n e
. 0 0
• • •
. . f i r
•
C l
(!;>en~se)
,
'~I
D u c t
•
•
F i g u r e 3 . 2 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f n o r m a l d u c t s . T h e d u c t s h e r e a r e s u r r o u n d e d b y
d e n s e s t r o m a l t i s s u e s . T h e d u c t s a r e c l a s s i f i e d a s n o r m a l s h o w i n g a n i n n e r l a y e r o f
c u b o i d a l e p i t h e l i a l a n d o u t e r m y o e p i t h e l i a l c e l l s . ( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t )
h i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e e p i t h e l i a l c o m p o n e n t s o f t h e d u c t w i t h s e c r e t i o n .
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T h e l o b u l e s ( F i g u r e 3 . 1 ) a r e c o m p r i s e d o f a c o l l e c t i o n o f m i l k p r o d u c t i o n
u n i t s c a l l e d a c i n i ; e a c h a c i n u s i s c o m p o s e d o f a n i n n e r l a y e r o f c u b o i d a l
e p i t h e l i a l a n d a n o u t e r l a y e r o f m y o e p i t h e l i a l c e l l s t h a t a r e s u r r o u n d e d b y l o o s e
s t r o m a l t i s s u e a n d a d i p o s e t i s s u e ( d i s s o l v e d ) . C l o s e r e x a m i n a t i o n o f t h e a c i n i
i l l u s t r a t e s t h e i n t e r l o b u l a r c o n n e c t i v e t i s s u e s w i t h i n t h e l o b u l e s [ 2 ] .
T h e d u c t s i n F i g u r e 3 . 2 w e r e c l a s s i f i e d a s n o r m a l a s t h e y s h o w t h e t w o -
l a y e r l i n i n g c o m p o s e d o f i n n e r c u b o i d a l e p i t h e l i a l a n d a n o u t e r l a y e r o f
m y o e p i t h e l i a l c e l l s s e p a r a t i n g t h e m f r o m t h e d e n s e s t r o m a l t i s s u e s [ 2 - 4 ] . T h e
n u c l e i o f t h e d u c t s a r e u n i f o r m i n s h a p e a s e x p e c t e d f o r n o r m a l t i s s u e [ 2 - 4 ] .
S e c r e t i o n i s a l s o o b s e r v e d w i t h i n t h e d u c t ( s e e e n l a r g e m e n t o f F i g u r e 3 . 2 ) [ 2 ] .
C o n n e c t i v e ( s t r o m a l ) a n d a d i p o s e t i s s u e s a r e t h e m a j o r s t r u c t u r a l
s u p p o r t s , w h i c h h o l d t h e l o b u l e s a n d d u c t s i n p l a c e . A d i p o s e t i s s u e s c o m p r i s e
o n e t h i r d o f t h e t o t a l b r e a s t c o n t e n t b y v o l u m e . A s s e e n i n F i g u r e 3 . 3 , a d i p o s e
t i s s u e s a p p e a r a s o p e n i n g s a s a r e s u l t o f t h e a d i p o s e b e i n g d i s s o l v e d i n
e t h a n o l d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g . T w o t y p e s o f s t r o m a l t i s s u e s a r e c o m m o n l y
f o u n d i n t h e b r e a s t : t h e l o o s e i n t r a l o b u l a r s t r o m a w i t h i n t h e l o b u l e s ( F i g u r e 3 . 1 )
a n d d e n s e r i n t e r l o b u l a r s t r o m a b e t w e e n l o b u l e s a n d d u c t s ( F i g u r e 3 . 3 ) .
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A d i p o s e T i s s u e s
( D i s s o l v e d ) •
I
•
I
I
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F i g u r e 3 . 3 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f c o n n e c t i v e a n d a d i p o s e t i s s u e s a t l o w
m a g n i f i c a t i o n . T h e d e n s e c o n n e c t i v e t i s s u e s s e e n h e r e s u p p o r t t h e i n d i v i d u a l b r e a s t
t i s s u e c o m p o n e n t s . A d i p o s e t i s s u e s a r e d i s s o l v e d d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g a n d
a p p e a r a s o p e n i n g s , w h i c h d o n o t c o n t a i n a n y e p i t h e l i a l c e l l s a s s e e n i n t h e d u c t s a n d
l o b u l e s .
3 . 3 B E N I G N B R E A S T D I S E A S E S
B e n i g n b r e a s t t u m o u r s a r e n o t c a n c e r o u s s i n c e t h e y d o n o t s p r e a d t o
o t h e r l o c a t i o n s i n t h e b o d y [ 4 ] . T h e b e n i g n c o n d i t i o n s d i a g n o s e d i n t h i s s t u d y
a r e f i b r o c y s t i c c h a n g e s ( 3 6 c a s e s ) , f i b r o a d e n o m a ( 4 c a s e s ) a n d i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ( 3 c a s e s ) [ 2 , 3 ) .
3 . 3 . 1 F I B R O C Y S T I C C H A N G E S
F i b r o c y s t i c c h a n g e s a r e c o m m o n l y f o u n d i n w o m e n , a n d a c c o u n t f o r
8 3 % o f a l l b e n i g n l e s i o n s s t u d i e d i n t h e f o l l o w i n g s e c t i o n s . T h e h i s t o l o g i c a l
f e a t u r e s o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s a r e e n l a r g e m e n t o f t h e b r e a s t d u c t d u e t o t h e
f o r m a t i o n o f f l u i d - f i l l e d s a c s c a l l e d c y s t s ( F i g u r e s 3 . 4 - 3 . 6 ) a n d t h e a b s e n c e o f
t u m o u r c e l l s i n s i d e t h e d u c t o r b a s e m e n t m e m b r a n e s [ 2 - 4 ) . T h e s i z e s o f t h e
c y s t s a r e v a r i a b l e , r e s u l t i n g i n d i f f e r e n t s i z e d f i b r o c y s t i c d u c t s a s s e e n i n F i g u r e
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3 . 4 . F i g u r e 3 . 5 s h o w s t h e a t t e n u a t e d ( f l a t t e n e d ) e p i t h e l i a l l i n i n g o f a f i b r o c y s t i c
d u c t [ 2 ] .
•
. .
-
S e c r e t i o n - - - -
-
' 1 0 0 t l
F i g u r e 3 . 4 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s a t l o w m a g n i f i c a t i o n . T h e
d u c t o n t h e r i g h t a p p e a r s e n l a r g e d a n d s e c r e t i o n i s f o u n d w i t h i n t h e d u c t , w h i c h i s t h e
c o m m o n c h a r a c t e r i s t i c o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s .
A t t e n u a t e d
e p i t h e l i u m
E n l a r g e d b r e a s t d u c t
S t r o m a l t i s s u e s
F i g u r e 3 . 5 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a f i b r o c y s t i c c h a n g e a t h i g h m a g n i f i c a t i o n
s h o w i n g t h e e n l a r g e d b r e a s t d u c t a n d t h e a t t e n u a t e d d u c t a l e p i t h e l i a l c e l l s c o n t a i n i n g
s e c r e t i o n a n d s u r r o u n d e d b y a d i p o s e t i s s u e a n d s t r o m a .
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F i g u r e 3 . 6 d e p i c t s t w o m e r g i n g f i b r o c y s t i c d u c t s . A s o p p o s e d t o t h e
a t t e n u a t e d e p i t h e l i a l s t r u c t u r e i n F i g u r e 3 . 5 , t h e s e t w o d u c t s c o n t a i n u n i f o r m
a n d o v e r l a p p i n g d u c t a l n u c l e i a n d m y o e p i t h e l i a l c e l l s o v e r l y i n g t h e d u c t a l c e l l s .
A d i p o s e t i s s u e s
F i g u r e 3 . 6 . H & E o f a F F P E s e c t i o n s h o w i n g f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d t h e m e r g i n g o f
t w o e n l a r g e d d u c t s . T h e s t r o m a a r e n o r m a l . ( I n s e t ) H i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e
u n i f o r m a n d o v e r l a p p i n g n u c l e i o f t h e f i b r o c y s t i c d u c t .
3 . 3 . 2 F I B R O A D E N O M A
T h e r e a r e t w o h i s t o l o g i c a l p a t t e r n s c o m m o n l y f o u n d i n f i b r o a d e n o m a : t h e
i n t r a c a n a l i c u l a r a n d t h e p e r i c a n a l i c u l a r p a t t e r n s . F o u r o f t h e f i b r o a d e n o m a
s a m p l e s e x h i b i t e d m o s t l y i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n s ( F i g u r e s 3 . 7 a n d 3 . 8 ) . I n
s u c h p a t t e r n s , t h e f i b r o u s s t r o m a p r o l i f e r a t e s a n d i s c o m p r e s s e d a r o u n d t h e
d u c t a l s p a c e s w h i l e t h e b a s e m e n t m e m b r a n e i s l e f t i n t a c t [ 2 , 5 ] . A
f i b r o a d e n o m a s e c t i o n , c o n t a i n i n g b o t h i n t r a c a n a l i c u l a r a n d p e r i c a n a l i c u l a r
p a t t e r n s , i s d e p i c t e d i n F i g u r e 3 . 8 . T h e s t r o m a p r o l i f e r a t e a r o u n d t h e d u c t a l
s p a c e s i n p e r i c a n a l i c u l a r f i b r o a d e n o m a r e s u l t i n g i n a r o u n d o r o v a l c r o s s -
s e c t i o n [ 2 - 4 ] .
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S t r o m a
( d e n s e )
1 n t r a c a n a l i c u j a r
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F i g u r e 3 . 7 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f f i b r o a d e n o m a ( i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n ) a t h i g h
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e c o m p r e s s i o n o f t h e d u c t f r o m t h e s u r r o u n d i n g d e n s e s t r o m a .
•
•
F i g u r e 3 . 8 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a f i b r o a d e n o m a ( I o w m a g n i f i c a t i o n ) s h o w i n g
b o t h p e r i c a n a l i c u l a r a n d i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n s . T h e c o m p r e s s e d e l o n g a t e d d u c t s
a r e i n t r a c a n a l i c u l a r p a t t e r n s w i t h t h e d u c t b e i n g c o m p r e s s e d . T h e r o u n d a n d o v a l d u c t
c r o s s - s e c t i o n a r e t h a t o f p e r i c a n a l i c u l a r p a t t e r n . T h e l a r g e d u c t c o n t a i n s s u s p i c i o u s
t u m o u r c e l l s a n d i s a l s o c o m p r e s s e d .
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A r e p r e s e n t a t i v e i n t r a d u c t p a p i l l o m a s e c t i o n i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 3 . 9 .
T h e t u m o u r a r i s e s f r o m t h e d u c t e p i t h e l i u m a n d i s o f t e n f o u n d i n t h e l a c t i f e r o u s
d u c t s , i t i s c h a r a c t e r i s e d b y t h e c o m p l e x b r a n c h i n g f r o n d s o f t h e s t r o m a w h i c h
-
s u p p o r t t h e e p i t h e l i a l a n d m y o e p i t h e l i a l c e l l s ( F i g u r e 3 . 9 A ) [ 4 - 7 ] . T h e e p i t h e l i a I
c e l l s a r e c u b o i d a l t o c o l u m n a r a n d d o n o t s h o w p l e o m o r p h i s m o r m i t o t i c
a c t i v i t y ( F i g u r e 3 . 9 B ) [ 7 ] . H o w e v e r , d u e t o t h e l a r g e c o m p l e x t u m o u r c e l l s ,
i n t r a d u c t p a p i l l o m a m a y b e m i s d i a g n o s e d a s m a l i g n a n t [ 4 - 7 ] .
( A )
( B )
F i g u r e 3 . 9 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n t r a d u c t p a p i l l o m a a t : ( A ) l o w m a g n i f i c a t i o n
s h o w i n g t h e c o m p l e x b r a n c h i n g f r o n d s w i t h i n a l a c t i f e r o u s d u c t ; a n d ( 8 ) h i g h
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e t w o - c e l l l a y e r e p i t h e l i u m . I m a g e s w e r e r e p r o d u c e d w i t h t h e
p e r m i s s i o n o f D r . D o n a l d I n n e s , D e p a r t m e n t o f P a t h o l o g y , U n i v e r s i t y o f V i r g i n i a H e a l t h
S c i e n c e s C e n t e r [ 7 ] .
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3 . 4 I N - S I T U C A R C I N O M A S ( T N M : T , s , N o , M o )
I n - s i t u m e a n s ' i n p l a c e ' ; t h e r e a r e t w o t y p e s o f i n - s i t u c a r c i n o m a s : d u c t a l
c a r c i n o m a i n - s i t u ( D C I S ) a n d l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u ( L C I S ) [ 4 ) . T h e t u m o u r
c e l l s f r o m b o t h D C I S a n d L C I S d o n o t s p r e a d o u t s i d e t h e d u c t s o r l o b u l e s .
T h e y c a n d e v e l o p i n t o i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r o r i n c r e a s e t h e r i s k o f d e v e l o p i n g
i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r , i f n o t t r e a t e d p r o p e r l y [ 8 ) . A c c o r d i n g t o t h e T N M s t a g i n g
s y s t e m f o r b r e a s t c a n c e r c l a s s i f i c a t i o n ( S e c t i o n 1 . 3 ) , b o t h D C I S a n d L C I S a r e
c a t e g o r i s e d a s T
i s
, N o a n d M o , a s t u m o u r c e l l s a r e f o u n d w i t h i n t h e d u c t s o r
l o b u l e s , b u t n o n e a r e f o u n d i n t h e l y m p h n o d e s o r h a v e m e t a s t a s i s e d [ 9 ) .
3 . 4 . 1 D U C T A L C A R C I N O M A I N - S I T U
D u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u i s a n e o p l a s t i c p r o c e s s i n w h i c h p r o l i f e r a t i n g
c e l l s r e m a i n w i t h i n t h e d u c t w i t h o u t c e l l u l a r i n v a s i o n , a s o p p o s e d t o i n v a s i v e
d u c t a l c a r c i n o m a , w h e r e t h e c e l l s h a v e b r e a c h e d t h e b o u n d a r y o f t h e b a s e m e n t
m e m b r a n e [ 2 ) . C l a s s i f i c a t i o n o f t h e l e s i o n i s b a s e d o n f i v e a r c h i t e c t u r e s :
p a p i l l a r y , m i c r o p a p i l l a r y , c r i b r i f o r m , s o l i d , a n d c o m e d o [ 1 0 - 1 2 ) .
N e c r o s i s a n d m i c r o i n v a s i o n o f t h e b a s e m e n t m e m b r a n e a r e u s u a l l y
f o u n d i n t h e c o m e d o s u b t y p e ( h i g h - g r a d e D C I S ) , w h i c h h a s a h i g h e r r i s k o f
d e v e l o p i n g i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r [ 1 0 , 1 2 ) . H i g h - g r a d e D C I S a l s o d i s p l a y s
l i n e a r b r a n c h i n g o r c o a r s e g r a n u l a r c a l c i f i c a t i o n , f o r m a t i o n o f a b n o r m a l n u c l e o l i
a n d c h r o m a t i n a n d c l u s t e r s o f l a r g e t u m o u r c e l l s . L o w - g r a d e D C I S , s u c h a s
c r i b r i f o r m D C I S , o f t e n s h o w s f i n e g r a n u l a r c a l c i f i c a t i o n s i m i l a r t o b e n i g n l o b u l a r
c a l c i f i c a t i o n , t h e a b s e n c e o f t u b u l e s , s t r o m a l i n f i l t r a t i o n b y t u m o u r c e l l s a n d
c l u s t e r s o f m i l d l y p l e o m o r p h i c m a l i g n a n t c e l l s [ 4 , 6 ) .
A n e x a m p l e o f l o w - g r a d e D C I S i n t h e c r i b r i f o r m a r c h i t e c t u r e i s d e p i c t e d
i n F i g u r e 3 . 1 0 . T h e s i e v e - l i k e f e a t u r e s a r e c l e a r l y s e e n h e r e a s t h e t u m o u r c e l l s
C h a p t e r 0 3 - H i s t o p a t h o l o g y o f B r e a s t T i s s u e s
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a r e l o c a t e d w i t h i n t h e b r e a s t d u c t w i t h o u t i n v a s i o n t o t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s .
T h e t u m o u r c e l l s i n t h e c r i b r i f o r m D C I S a r e s m a l l a n d u n i f o r m c o m p a r e d t o
n o r m a l e p i t h e l i a l c e l l s ( F i g u r e 3 . 1 ) . T h e c r i b r i f o r m d u c t s a r e s u r r o u n d e d b y
l o o s e s t r o m a l t i s s u e s . T h e i n t r a c e l l u l a r c o n n e c t i v e t i s s u e s h o l d t h e t u m o u r c e l l s
w i t h i n t h e d u c t a n d t h e r e i s n o a p p a r e n t c e l l u l a r i n v a s i o n t o t h e b a s e m e n t
m e m b r a n e s .
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F i g u r e 3 . 1 0 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S a t l o w
m a g n i f i c a t i o n . T h e s i e v e - l i k e f e a t u r e o f c r i b r i f o r m a r c h i t e c t u r e a r e s e e n i n t w o D C I S
d u c t s ( m a r k e d ) . ( R i g h t ) T h e t u m o u r c e l l s a s s e e n h e r e a r e r e t a i n e d w i t h i n t h e d u c t
w i t h o u t c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n ( h i g h m a g n i f i c a t i o n ) .
3 . 4 . 2 L O B U L A R C A R C I N O M A I N - S I T U
L o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u i s a n o n - i n v a s i v e m u l t i c e n t r i c p r o l i f e r a t i o n o f
a t y p i c a l e p i t h e l i a l c e l l s i n t h e l o b u l e s a n d t e r m i n a l d u c t s o f t h e b r e a s t [ 1 3 ) . I t i s
n o t u s u a l l y d e t e c t e d b y m a m m o g r a p h y [ 4 ) b u t t w o L C I S c a s e s w i t h i n t h e 1 0 0
b i o p s i e s e x a m i n e d w e r e d i a g n o s e d b y p a t h o l o g y . I t i s u s u a l l y f o u n d w i t h o t h e r
i n v a s i v e c a r c i n o m a s , w h i c h m a k e s d i a g n o s i s d i f f i c u l t [ 4 , 6 , 1 3 ) . I n F i g u r e 3 . 1 1 ,
t h e l o b u l e s a r e f i l l e d w i t h a u n i f o r m p o p u l a t i o n o f s m a l l t u m o u r c e l l s ( a r r o w s ) .
L t l S
lo~ules
F i g u r e 3 . 1 1 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u a t m e d i u m
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e t u m o u r c e l l s l o c a t e d w i t h i n t h e l o b u l e s .
3 . 5 I N V A S I V E C A R C I N O M A S ( T N M S T A G E S : I T O I V )
W h e n t u m o u r c e l l s s p r e a d i n t o s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e , t h e c a n c e r i s
c a l l e d i n v a s i v e . T h e 4 7 i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r s e x a m i n e d i n t h i s r e s e a r c h
o r i g i n a t e d m a i n l y f r o m d u c t s ( 3 6 ) a n d s o m e f r o m l o b u l e s ( 1 1 ) .
3 . 5 . 1 I N V A S I V E D U C T A L C A R C I N O M A
H i s t o l o g i c a l f e a t u r e s o f i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a ( I O C ) i n c l u d e c e l l
d i s s o c i a t i o n , n u c l e a r e n l a r g e m e n t , a n i r r e g u l a r n u c l e a r m a r g i n , a n a b n o r m a l
c h r o m a t i n p a t t e r n , n u c l e o l i , m i t o s e s a n d i n t r a n u c l e a r i n c l u s i o n s [ 2 , 4 , 6 ] . F i g u r e
3 . 1 2 s h o w s a n I O C l e s i o n , i n w h i c h t h e r e a r e t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e d u c t s a n d
c e l l u l a r i n v a s i o n i s a p p a r e n t t h r o u g h b a s e m e n t m e m b r a n e s t o t h e s u r r o u n d i n g
b r e a s t t i s s u e . C a l c i f i c a t i o n i s a l s o f o u n d i n o n e o f t h e d u c t s . M o s t o f t h e
c a l c i f i c a t i o n s f r o m m a l i g n a n t l e s i o n s a r e i n t h e f o r m o f c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e ,
w h e r e a s c a l c i u m o x a l a t e d i h y d r a t e i s u s u a l l y f o u n d i n b e n i g n l e s i o n s [ 2 , 4 ] .
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C a l c i f i c a t i o n
N e c r o s i s
A d i p o s e
t i s s u e
C e l l i n v a s i o n
S t r o m a
F i g u r e 3 . 1 2 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a a t l o w
m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g t h e c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s . T h e
d u c t s s h o w n h e r e a r e i n t h e c o m e d o f o r m , w h i c h c o n t a i n s m u l t i p l e e p i t h e l i a l c e l l s a n d
n e c r o s I s .
C e l l u l a r i n v a s i o n f r o m t h e d u c t i s c l e a r l y i d e n t i f i e d i n F i g u r e 3 . 1 3 ; t h e
t u m o u r c e l l s a r e u n i f o r m a n d I y m p h o c y t e s d u e t o c e l l i n f l a m m a t i o n a r e p r e s e n t .
T h e I D C l e s i o n i n F i g u r e 3 . 1 4 i l l u s t r a t e s t u m o u r c e l l s t h a t h a v e i n v a d e d t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e s t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s .
4 0 1 l l J 1
~ L y m p h o c y t e ; ;
C e l l u l a r
• •
i n v a S i o n
F i g u r e 3 . 1 3 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n I D C s h o w i n g c e l l u l a r i n v a s i o n f r o m t w o
d u c t s i n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s . L y m p h o c y t e s a r e a l s o p r e s e n t ( a r r o w ) .
( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t ) e n l a r g e m e n t o f t h e I D C d u c t .
C h a p t e r 0 3 - H i s t o p a t h o l o g y o f B r e a s t T i s s u e s 8 9
C e l l u l a r
• •
i n v a S i o n
m
2 0 0 f l m
F i g u r e 3 . 1 4 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n I O C , w h i c h d i s p l a y s m u l t i p l e d u c t s w i t h
c e l l u l a r i n v a s i o n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s . ( L e f t ) l o w m a g n i f i c a t i o n a n d ( r i g h t )
h i g h m a g n i f i c a t i o n s h o w i n g c e l l u l a r i n v a s i o n i n m u l t i p l e d u c t s .
3 . 5 . 2 I N V A S I V E L O B U L A R C A R C I N O M A
I n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a ( I L C ) h a s h i s t o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s t h a t
i n c l u d e n e s t s o f t u m o u r c e l l s ( F i g u r e 3 . 1 5 ) [ 2 , 4 , 6 ] . H e r e , l a r g e c l u s t e r s o f
l o b u l e s a r e p r e s e n t e d w i t h c e l l u l a r i n v a s i o n . T h e t u m o u r c e l l s i n t h e l o b u l e s o f
F i g u r e 3 . 1 6 a n d t h e n e i g h b o u r i n g d u c t d i s p l a y c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n t o t h e
s u r r o u n d i n g t i s s u e s . T h e s i z e s o f t h e n u c l e i a r e l a r g e r t h a n t h o s e i n n o r m a l
c e l l s .
4 0 " ! J m
F i g u r e 3 . 1 5 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a s h o w i n g m U l t i p l e
l o b u l e s f i l l e d w i t h t u m o u r c e l l s . ( L o w ) l o w m a g n i f i c a t i o n , ( r i g h t ) h i g h m a g n i f i c a t i o n .
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F i g u r e 3 . 1 6 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n I L e s h o w i n g t h e c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n a r o u n d
t h e l o b u l e s a n d t h e d u c t . T u m o u r c e l l s a r e f o u n d i n t h e s u r r o u n d i n g c o n n e c t i v e
t i s s u e s .
T h e I L C t u m o u r c e l l s c a n a l s o p r e s e n t a s a s i n g l e s h e e t p a t t e r n a s
i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 3 . 1 7 [ 4 ] . T h e n u c l e i a r e s m a l l a n d u n i f o r m c o m p a r e d w i t h
t h e c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n i n F i g u r e s 3 . 1 5 a n d 3 . 1 6 . F i g u r e 3 . 1 8 p r e s e n t s a n I L C
l e s i o n d i s p l a y i n g c a n c e r o u s l o b u l e s , a s w e l l a s t h e f i b r o c y s t i c d u c t s w i t h c e l l u l a r
i n f i l t r a t i o n . T h e l o b u l e s a r e c l u s t e r e d t o g e t h e r w i t h c e l l u l a r i n f i l t r a t i o n w h i l e t h e
e p i t h e l i a l c e l l s f r o m t h e d u c t h a v e i n v a d e d t h r o u g h t h e c e l l m e m b r a n e t o t h e
s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s .
2 0 0 p m
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C r y o s e c t i o n s a n d F F P E s e c t i o n s w e r e s t a i n e d u s i n g H & E f o r d i a g n o s i s
F i g u r e 3 . 1 7 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a a t l o w
m a g n f i c a t i o n , w h i c h i l l u s t r a t e s t h e t y p i c a l , s i n g l e - f i l e i n f i l t r a t i v e p a t t e r n o f t h i s t u m o u r .
s u b s e q u e n t a n a l y s e s b y i n f r a r e d a n d / o r R a m a n s p e c t r o s c o p y o n a d j a c e n t
s e c t i o n t e c h n i q u e s w e r e a n a l y s e d ( T a b l e 3 . 2 . a n d F i g u r e 3 . 1 9 ) t o c o m p a r e w i t h
F i g u r e 3 . 1 8 . H & E o f a F F P E s e c t i o n o f a n i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a s h o w i n g
i n f i l t r a t i o n o f d u c t s b y f i b r o c y s t i c f e a t u r e s w i t h c e l l u l a r i n v a s i o n o f a l a r g e d u c t a n d I L C
o n t h e r i g h t ( R i g h t ) h i g h m a g n i f i c a t i o n o f t h e I L C a r e a .
3 . 6 D I S C U S S I O N
b y a q u a l i f i e d p a t h o l o g i s t T h e p r e p a r a t i o n a n d p r e s e r v a t i o n o f t h e s e t w o
u n s t a i n e d s e c t i o n s ,
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C r y o s e c t i o n
•
S e c t i o n
P r e p a r a t i o n t i m e
< 1 h r M i n . 2 4 h r
C h e m i c a l s u s e d i n
2
M i n . 8
p r e p a r a t i o n
P r e s e r v a t i o n t i m e
S h o r t
L o n
P a t h o l o g i c a l f e a t u r e s
W o r s e ( i f l e f t t o o
B e t t e r
l o n o )
( A )
2 0 0 f . l n l
( B )
F i g u r e 3 . 1 9 . C o m p a r i s o n o f a b r e a s t I D C l e s i o n p r e s e n t e d a s ( A ) c r y o s e c t i o n a n d ( B )
F F P E s e c t i o n ( H & E a t l o w m a g n i f i c a t i o n ) .
T h e H & E s e c t i o n s p r e p a r e d u s i n g c r y o s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s ( e . g . ,
F i g u r e 3 . 1 9 ) s h o w p o o r m o r p h o l o g i c a l i n f o r m a t i o n w i t h r e g a r d t o t h e n u c l e i
s h a p e s c o m p a r e d w i t h a s e c t i o n f r o m t h e s a m e s a m p l e s e c t i o n e d u s i n g t h e
F F P E t e c h n i q u e . T h e p o o r m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s o b s e r v e d i n t h e c r y o s e c t i o n
w e r e a p p a r e n t w h e n t h e t i s s u e w a s s t o r e d f o r a n e x t e n d e d p e r i o d ( > 6 m o n t h s ) .
T h i s f e a t u r e i s d u e t o t i s s u e d e g r a d a t i o n b y a u t o l y s i s a s t h e s e c t i o n w a s n o t
f i x e d i n f o r m a l i n , w h i l e t h e r e i s n o a p p a r e n t c e l l u l a r d e g r a d a t i o n s e e n o n t h e
F F P E s e c t i o n [ 1 - 4 ] . I n a d d i t i o n , t h i n b r e a s t s e c t i o n s « 8 I - t m ) w e r e d i f f i c u l t t o
p r e p a r e u s i n g t h e c r y o s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s i n c e h i g h a d i p o s e c o n t e n t l e s i o n s
r e q u i r e d m i c r o t o m e o p e r a t i n g t e m p e r a t u r e s b e t w e e n - 3 0 ° C a n d - 2 0 ° C
c o m p a r e d t o l o w a d i p o s e c o n t e n t l e s i o n , w h i c h r e q u i r e d a t e m p e r a t u r e b e t w e e n
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- 2 0 ° C a n d - 1 5 ° C [ 1 ] . T h e s e c t i o n s c u r l e d p r i o r t o m o u n t i n g o n g l a s s s l i d e s o r
i n f r a r e d m o u n t i n g s u b s t r a t e s s u c h t h a t a d j a c e n t s e c t i o n s w e r e n o t e a s i l y
o b t a i n e d u s i n g t h e c r y o s e c t i o n i n g t e c h n i q u e .
T h e m a i n c r i t e r i a f o r s e c t i o n t e c h n i q u e s e l e c t i o n f o r t h e v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s w a s t o m i n i m i s e t h e i n t e r f e r e n c e f r o m t h e c h e m i c a l s
u s e d d u r i n g s e c t i o n i n g p r o c e s s e s . A s s e e n i n T a b l e 3 . 2 , t h e p r e p a r a t i o n t i m e i s
m u c h s h o r t e r f o r t h e c r y o s e c t i o n s a n d o n l y t w o c h e m i c a l s ( P B S / D
2
0 a n d O C T )
w e r e a p p l i e d t o t h e t i s s u e s p r i o r t o s e c t i o n i n g , w h e r e a s a l o n g e r p r e p a r a t i o n
t i m e a n d v a r i o u s c h e m i c a l t r e a t m e n t s w e r e r e q u i r e d f o r F F P E , w h i c h p r o d u c e
a d d i t i o n a l p e a k s i n t h e m o l e c u l a r - s e n s i t i v e i n f r a r e d a n d R a m a n s p e c t r o s c o p i e s .
F o r t h i s r e a s o n , a s a m p l e o p t i m i s a t i o n s t u d y w a s c a r r i e d o u t i n w h i c h
c r y o s e c t i o n s a n d F F P E s e c t i o n s w e r e c o m p a r e d u s i n g v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y
a n d t h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n C h a p t e r s F o u r a n d S i x .
3 . 7 C O N C L U S I O N S
T h e h i s t o l o g i c a l f e a t u r e s o f t h e m a j o r b r e a s t d i s e a s e s d e m o n s t r a t e d w h y
p a t h o l o g y i s t h e c u r r e n t g o l d s t a n d a r d f o r d i s e a s e i d e n t i f i c a t i o n . H o w e v e r , a
m o r e r a p i d a n d d e t a i l e d d i a g n o s t i c m e t h o d w o u l d p r o v i d e b e t t e r f o l l o w - u p
t r e a t m e n t s a n d i n c r e a s e t h e c h a n c e o f s u r v i v a l . T h e m a j o r c o m p o n e n t s o f t h e
t i s s u e s , d i s e a s e s a n d m a l i g n a n c y w e r e a p p a r e n t i n m o s t s e c t i o n s . A
c o m p a r i s o n o f t w o s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s , c r y o s e c t i o n i n g a n d F F P E s e c t i o n i n g ,
s h o w e d t h a t F F P E s e c t i o n s r e t a i n e d a l l t h e t i s s u e a r c h i t e c t u r e w h e r e a s
c r y o s e c t i o n s p r o d u c e d p o o r m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s t h a t m a y n o t b e c o r r e c t l y
i d e n t i f i e d b y a n e x p e r i e n c e d p a t h o l o g i s t . I n t h i s s t u d y , t h r e e s a m p l e s w e r e
u n a b l e t o b e c l a s s i f i e d d u e t o a l a c k o f m o r p h o l o g i c a l s i g n i f i c a n c e i n t h e
c r y o s e c t i o n s . B y c o n t r a s t , t h e m i n i m a l c h e m i c a l t r e a t m e n t r e q u i r e d f o r
r . h a p t e r 0 : : ' H l s t o p a t h o l o g v o f B r e a s t Trssue~
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c r y o s e c t i o n i n g m a k e s i t t h e p r e f e r r e d s e c t i o n i n g t e c h n i q u e f o r v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p i c a n a l y s e s .
3 . 8 R E F E R E N C E S
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4 . 1 Q P T I M I S A T l O N O F S A M P L E P R E P A R A T I O N A N D P R E S E N T A T I O N
I n i t i a l s t u d i e s w e r e u n d e r t a k e n t o e s t a b l i s h a n d o p t i m i s e t h e t e c h n i q u e s
u s e d f o r s a m p l e p r e p a r a t i o n a n d p r e s e n t a t i o n . T h e s a m p l i n g t e c h n i q u e s u s e d
w e r e s i m i l a r t o s t a n d a r d s e c t i o n i n g p r o c e d u r e s u s e d i n p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s .
T h e a r e a s o f p a r t i c u l a r i n t e r e s t t h a t w e r e s t u d i e d f o r o p t i m i s i n g i n f r a r e d
s p e c t r o s c o p y d i a g n o s t i c s w e r e : i n v e s t i g a t i o n o f s e c t i o n i n g m e t h o d s ,
d e v e l o p m e n t o f m e t h o d o l o g i e s t o i d e n t i f y a n y u n k n o w n t i s s u e p r e s e n t a t i o n ;
e v a l u a t i o n o f d i f f e r e n t i n f r a r e d m o u n t i n g s u b s t r a t e s ; a n d t i s s u e h e t e r o g e n e i t y
i s s u e s f a c e d i n m i c r o s p e c t r o s c o p i c i n v e s t i g a t i o n s . T h e r e s u l t s o f t h e s e
e x p e r i m e n t s a r e p r e s e n t e d i n t h e f o l l o w i n g s e c t i o n s . A n e x t e n s i v e t i s s u e
a s s i g n m e n t o f i n f r a r e d b a n d s c a n b e f o u n d i n C h a p t e r 5 , S e c t i o n 5 . 1 .
4 . 2 T I S S U E F I X A T I O N
B r e a s t s a m p l e s o b t a i n e d f r o m r o u t i n e n e e d l e b i o p s i e s a n d / o r s u r g i c a l
b i o p s i e s w e r e s t o r e d i n P B S I D 2 0 b u f f e r s o l u t i o n ( p H 7 . 0 ) t h e n s e c t i o n e d i n t w o
w a y s : c r y o s e c t i o n i n g o r f o r m a l i n - f i x e d p a r a f f i n - e m b e d d e d ( F F P E ) s e c t i o n i n g .
T h e d e t a i l e d s a m p l e p r e p a r a t i o n p r o c e s s e s a r e d e s c r i b e d i n C h a p t e r 2 , S e c t i o n
2 . 2 . T h e c h e m i c a l s u s e d f o r t i s s u e p r e p a r a t i o n ( b o t h p r e - a n d p o s t - s e c t i o n i n g )
w e r e e x a m i n e d b y A T R s p e c t r o s c o p y t o i d e n t i f y t h e p r e s e n c e o f a n y e x o g e n o u s
c h e m i c a l s w i t h i n t h e s p e c t r a o f p r o c e s s e d t i s s u e s , w h i c h w o u l d c o m p l i c a t e t h e
d i a g n o s t i c p r o c e d u r e ( F i g u r e 4 . 1 ) .
T h e s o l u t i o n u s e d f o r s t o r a g e o f t h e c o r e b i o p s i e s w a s P B S / 0 2 0 a n d i t s
s p e c t r u m i s s h o w n i n F i g u r e 4 . 1 A . T h e b r o a d b a n d c e n t r e d a t 3 3 4 1 c m -
1
i s
a s s i g n e d t o t h e v ( O - H ) m o d e o f t h e P B S s o l u t i o n [ 1 ] . T h e b r o a d i n t e n s e b a n d
c e n t r e d a t 2 4 8 2 c m -
1
i s d u e t o t h e v ( O - O ) m o d e o f t h e 0
2
0 s o l u t i o n [ 1 ] . T h e
8b a n d a t 1 2 4 0 c m -
1
i s a s s i g n e d t o t h e V a s ( p 0 2 - ) m o d e [ 1 ] .
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F i g u r e 4 . 1 . A T R s p e c t r a o f c h e m i c a l s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g p r i o r t o e m b e d d i n g
a n d s e c t i o n i n g : ( A ) P B S / D
2
0 ; ( B ) 1 0 % f o r m a l i n s o l u t i o n ; ( C ) t a p w a t e r ; a n d ( D ) 7 0 %
e t h a n o l . B a n d s d u e t o w a t e r v i b r a t i o n s a r e m a r k e d w i t h a s t e r i s k s ( * ) . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : 2 5 6 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s .
A s t a n d a r d f o r m a l i n s o l u t i o n ( 1 0 % v i v c o n t a i n i n g 4 % f o r m a l d e h y d e ) w a s
u s e d i n t i s s u e f i x a t i o n t o c r o s s - l i n k t h e p r o t e i n s w i t h i n t h e s p e c i m e n , a n d
p r e v e n t c h a n g e s c a u s e d b y a u t o l y s i s a n d p u t r e f a c t i o n [ 2 - 4 ] . T h e p r o t e i n c r o s s -
l i n k i n g a l s o m a i n t a i n s t h e p h y s i c a l r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e c e l l s a n d
e x t r a c e l l u l a r s u b s t a n c e s a n d m a k e s t h e s o l u b l e s u b s t a n c e s w i t h i n t h e c e l l
i n s o l u b l e , w h i c h a s s i s t s i n m a i n t a i n i n g s t r u c t u r a l f e a t u r e s f o r s u b s e q u e n t t i s s u e
p r o c e s s i n g [ 2 - 4 ] . B r e a s t b i o p s i e s o b t a i n e d f o r t h i s s t u d y w e r e t y p i c a l l y s m a l l
« 1 c m
3
) , a n d w e r e f i x e d i n f o r m a l i n ( 4 % f o r m a l d e h y d e , 1 0 % v / v , p H 7 . 2 - 7 . 4 )
f o r a m i n i m u m o f 1 2 h r f o r s m a l l l e s i o n s a n d 2 4 h r f o r l a r g e r s a m p l e s i n a c c o r d
w i t h s t a n d a r d p r o c e d u r e s [ 3 ] . T h e A T R s p e c t r u m o f t h e f o r m a l i n s o l u t i o n I n
F i g u r e 4 . 1 B r e v e a l s a b r o a d v ( O - H ) b a n d c e n t r e d a t 3 2 8 0 c m -
1
, w h i c h i s
a t t r i b u t e d t o w a t e r . T h e b a n d a t 1 6 3 6 c m -
1
i s d u e t o t h e a l d e h y d e v ( C = O ) a n d
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t l m l s a t l o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y
w a t e r I l ( O H ) m o d e s a n d t h e 1 0 3 0 c m -
1
b a n d i s t h e a l d e h y d e p ( C H ) m o d e [ 1 ] .
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A f t e r t i s s u e f i x a t i o n ( a t l e a s t 2 4 h r f o r m a x i m u m i n f i l t r a t i o n ) , t h e b i o p s y
w a s w a s h e d w i t h t a p w a t e r t o r e m o v e e x c e s s f o r m a l i n s o l u t i o n . T h e s p e c t r u m
( F i g u r e 4 . 1 C ) o f w a t e r i s s i m i l a r t o t h a t o f f o r m a l i n w i t h b r o a d f e a t u r e s c e n t r e d
a t 3 2 8 0 a n d 1 6 3 6 c m - \ w h i c h a r e a s s i g n e d t o t h e v ( O H ) a n d 1 l ( O H ) m o d e s ,
r e s p e c t i v e l y [ 1 ] . T h e w a s h e d t i s s u e w a s s u b s e q u e n t l y s t o r e d i n 7 0 % e t h a n o l
( E t O H ) p r i o r t o o v e r n i g h t t i s s u e p r o c e s s i n g ( F i g u r e 4 . 1 D ) .
A n i n f r a r e d s p e c t r u m o f a b r e a s t b i o p s y s t o r e d i n P B S / D
2
0 , f o r m a l i n -
f i x e d a n d s u b s e q u e n t l y c r y o s e c t i o n e d i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 4 . 2 . T h e a i m o f
t h i s e x p e r i m e n t w a s t o e v a l u a t e w h e t h e r t h e p r o d u c t s u s e d i n f o r m a l i n - f i x a t i o n
w e r e e v i d e n t i n t h e i n f r a r e d s p e c t r u m o f t h e b i o p s y . T h e s p e c t r a o f t h e f o r m a l i n
s o l u t i o n u s e d t o s t o r e t h e b i o p s y a n d a f r e s h P B S / D 2 0 s o l u t i o n a r e a l s o s h o w n .
T h e s p e c t r a l i n f o r m a t i o n o b t a i n e d f r o m t h e t i s s u e i s e x c e l l e n t : a s m a l l p e a k
o b s e r v e d a t - 2 4 8 2 c m -
1
i s e v i d e n c e o f P B S I D 2 0 r e t a i n e d i n t h e b i o p s y d u r i n g
H
2
0 I D
2
0 e x c h a n g e p r i o r t o f i x a t i o n . T h e p e a k a t 1 0 2 6 c m -
1
i s d u e t o t h e
p r e s e n c e o f t h e f o r m a l i n s o l u t i o n d u r i n g t i s s u e f i x a t i o n . T h e p r o t e i n a m i d e I
b a n d i s o v e r l a p p e d w i t h t h e w a t e r I l ( O H ) b a n d , w h i c h c o u l d a f f e c t t h e d i a g n o s t i c
i n f o r m a t i o n i f t h e b i o p s i e s a r e m e a s u r e d i n b u l k . T h e a d i p o s e i s r e t a i n e d a s i s
e v i d e n c e d b y t h e p e a k a t 1 7 4 3 c m -
1
, w h i c h i s d u e t o t h e v ( C = O ) l i p i d e s t e r
b a n d .
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F i g u r e 4 . 2 . S i g n i f i c a n c e o f f o r m a l i n - f i x a t i o n i n t i s s u e s e c t i o n i n g : ( A ) a P B S / D , O t h e n
f o r m a l i n - f i x e d m a l i g n a n t b r e a s t b i o p s y ; ( B ) f o r m a l i n s o l u t i o n u s e d i n t i s s u e f i x a t i o n ; a n d
( C ) P B S / D , O s o l u t i o n u s e d i n t h e t i s s u e s t o r a g e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A T R
s p e c t r o s c o p y ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; p u r g e d w i t h N , ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a
a r e t o s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
4 . 3 T I S S U E P R O C E S S I N G
O n c e t h e t i s s u e s w e r e f i x e d i n f o r m a l i n s o l u t i o n , t h e y w e r e p r o c e s s e d
o v e r n i g h t p r i o r t o F F P E s e c t i o n i n g . T h e t i s s u e p r o c e s s i n g i n v o l v e d t r e a t m e n t
w i t h v a r i o u s g r a d e s o f e t h a n o l , p a r a f f i n w a x a n d x y l e n e s o l u t i o n s . T h e t i s s u e s
w e r e t h e n m o u n t e d a n d o r i e n t e d o n p l a s t i c s a m p l e c a s s e t t e s f o r p a r a f f i n -
e m b e d d i n g , c o o l e d , s e c t i o n e d t o t h e d e s i r e d t h i c k n e s s , m o u n t e d o n s u b s t r a t e s
( g l a s s f o r p a t h o l o g y , o r s p e c i f i c w i n d o w s f o r v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y ) , a n d
d r i e d o v e r n i g h t .
T h e y w e r e d e p a r a f f i n i s e d i n t w o c h a n g e s o f f r e s h
d e p a r a f f i n i s i n g a g e n t s ( x y l e n e o r h i s t o p u r e ) f o r 1 0 m i n e a c h a n d s t a i n e d u s i n g
H & E a c c o r d i n g t o t h e s t a n d a r d p r o t o c o l o u t l i n e d i n C h a p t e r 2 , S e c t i o n 2 . 2 . A T R
s p e c t r a o f t h e c h e m i c a l s o l u t i o n s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g a n d s t a i n i n g a r e
p r e s e n t e d i n F i g u r e 4 . 3 .
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F i g u r e 4 . 3 . A T R s p e c t r a o f c h e m i c a l s o l u t i o n s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g a n d s t a i n i n g
p r o c e s s : ( A ) p a r a f f i n b l o c k ; ( 8 ) E t O H 7 0 % ; ( C ) E t O H 9 5 % ; ( D ) x y l e n e ; a n d
( E ) h i s t o p u r e . A T R c o r r e c t i o n s w e r e n o t a p p l i e d t o a n y o f t h e s p e c t r a . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
I n t h e s h o r t t e r m , c r y o s e c t i o n i n g i s t h e p r e f e r r e d t e c h n i q u e , p r o v i d e d t h e
s a m p l e i s a n a l y s e d w i t h i n a w e e k . A n a d d i t i o n a l a d v a n t a g e o f t h i s t e c h n i q u e i s
t h a t t h e a d i p o s e c o n t e n t i s r e t a i n e d . H o w e v e r , i f s a m p l e s a r e n o t f i x e d p r i o r t o
c r y o s e c t i o n i n g , t h e y w i l l d e g r a d e d u e t o a u t o l y s i s , s e e t h e s c h e m a t i c w o r k f l o w
a n d s a m p l e p r o c e s s i n g c h a r t i n F i g u r e 2 . 1 . P a r a f f i n e m b e d d i n g a l l o w s t h e
t i s s u e s t o b e f i x e d a n d p r e s e r v e d i n a w a y t h a t a l l o w r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s [ 3 ] .
T h e s p e c t r u m o f t h e p a r a f f i n b l o c k ( F i g u r e 4 . 3 A ) i s d o m i n a t e d b y s t r o n g
v a s ( C H
2
) a n d V s ( C H 2 ) a b s o r p t i o n s a t 2 9 1 4 a n d 2 8 4 6 c m - \ b ( C H 2 ) m o d e s a t
1 4 7 1 a n d 1 4 6 2 c m -
1
, a n d C - H r o c k i n g m o d e s a t 7 2 8 a n d 7 2 0 c m -
1
[ 1 ] .
A s e x p e c t e d , t h e t w o c o n c e n t r a t i o n s o f e t h a n o l ( 7 0 % a n d 9 5 % ) h a v e
s i m i l a r s p e c t r a a n d b a n d s a r e d u e t o t h e O H , C H 2 a n d C H
3
g r o u p s ( F i g u r e s
4 . 3 8 a n d 4 . 1 3 C ) . X y l e n e a n d h i s t o p u r e s o l u t i o n s a r e u s e d a s d e p a r a f f i n i s i n g
a g e n t s d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g a n d p r i o r t o s t a i n i n g . T h e i n f r a r e d s p e c t r a o f
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t l m i s a t l o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y 1 0 2
x y l e n e a n d h i s t o p u r e ( F i g u r e s 4 . 3 D a n d 4 . 1 3 E , r e s p e c t i v e l y ) h a v e v i b r a t i o n s
d u e t o C = C , C = O a n d C H m o d e s o f t h e o r g a n i c s t r u c t u r e s .
4 . 4 T I S S U E S E C T I O N I N G
I R s p e c t r a f r o m t i s s u e s e c t i o n s p r e p a r e d u s i n g c r y o s e c t i o n i n g a n d F F P E
( b o t h p r i o r t o a n d p o s t - d e p a r a f f i n i s a t i o n ) s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s a r e s h o w n i n
F i g u r e 4 . 4 . T h e s p e c t r u m o f a c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 4 . 4 A ) i s t y p i c a l o f a b i o l o g i c a l
t i s s u e s a m p l e c o n t a i n i n g a d i p o s e t i s s u e ( a r r o w s ) , w h e r e a s b o t h p a r a f f i n i s e d
F F P E ( F i g u r e 4 . 4 8 ) a n d d e p a r a f f i n i s e d ( F i g u r e 4 . 4 C ) s e c t i o n s d i s p l a y e d t r a c e s
o f c h e m i c a l s s u c h a s p a r a f f i n w a x u s e d d u r i n g F F P E p r o c e s s i n g ( m a r k e d w i t h
a s t e r i s k s * ) . A l t h o u g h t h e d e p a r a f f i n i s e d s e c t i o n ( F i g u r e 4 . 4 C ) w a s i m m e r s e d i n
t w o c h a n g e s o f x y l e n e / h i s t o p u r e s o l u t i o n s f o r 1 0 m i n s e a c h t o r e m o v e p a r a f f i n
a c c o r d i n g t o t h e s t a n d a r d p a t h o l o g y p r o t o c o l [ 3 ] , c l e a r l y t h e p r o c e s s d i d n o t
r e m o v e t h e p a r a f f i n c o m p l e t e l y . P r o l o n g e d t r e a t m e n t o f t i s s u e w i t h
d e p a r a f f i n i s i n g a g e n t s i s n o t r e c o m m e n d e d a s i t c o u l d c a u s e t i s s u e s h r i n k a g e ,
p a r t i c u l a r l y i n f i b r o u s t i s s u e , t h e r e f o r e , t h e a b s o l u t e m i n i m u m t i m e s ( 1 0 m i n
e a c h ) f o r d e p a r a f f i n i s a t i o n s h o u l d b e u s e d [ 3 ] .
P r e v i o u s r e s e a r c h b y L i u a n d c o - w o r k e r s o b s e r v e d t w o b a n d s a t 1 4 7 4
a n d 1 4 6 4 c m -
1
i n t h e s p e c t r a o f b r e a s t s e c t i o n s u s i n g s y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n
b a s e d F o u r i e r t r a n s f o r m i n f r a r e d ( S R - F T I R ) s p e c t r o s c o p y t h a t h a v e n o t b e e n
p r e v i o u s l y r e p o r t e d w h e n u s i n g a c o n v e n t i o n a l I R s p e c t r o m e t e r w i t h a g l o b a r
s o u r c e [ 5 ] . T h e s e t w o b a n d s w e r e f o u n d t o h a v e h i g h e r i n t e n s i t i e s i n m a l i g n a n t
t u m o u r s t h a n i n n o r m a l a n d b e n i g n t i s s u e s . H o w e v e r , i n t h i s c u r r e n t s t u d y a n d
f r o m t h e l i t e r a t u r e , t h e s e b a n d s h a v e b e e n a s s i g n e d t o ( \ ( C H
2
) b a n d s , w h i c h
o r i g i n a t e f r o m t h e l o n g h y d r o c a r b o n - c h a i n o f p a r a f f i n w a x ( F i g u r e 4 . 5 ) [ 6 , 7 ] .
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F i g u r e 4 . 4 . I R s p e c t r a o f a b e n i g n b r e a s t t i s s u e s a m p l e a n a l y s e d a s : ( A ) a c r y o s e c t i o n ;
( 8 ) a p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n ; a n d ( C ) a d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n a f t e r t w o
c h a n g e s o f f r e s h x y l e n e a n d h i s t o p u r e s o l u t i o n s ( 1 0 m i n e a c h ) . P e a k s a r e d u e t o
a d i p o s e t i s s u e s a r e m a r k e d w i t h a r r o w s a n d t h o s e d u e t o p a r a f f i n w a x a r e m a r k e d w i t h
( * ) . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5·~m-thick s e c t i o n s m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e s ; 5 1 2
s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
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F i g u r e 4 . 5 . ( A ) A d e p a r a f f i n i s e d m a l i g n a n t b r e a s t F F P E s e c t i o n e x h i b i t i n g r e s i d u a l
p a r a f f i n n o t r e m o v e d b y d e p a r a f f i n i s i n g s o l u t i o n s . ( 8 ) I R s p e c t r u m o f p a r a f f i n f r o m t h e
p a r a f f i n b l o c k ( s t o r a g e ) o f t h e s a m e b i o p s y . I n s e t : E x p a n d e d r e g i o n o f 1 8 0 0 - 1 0 0 0 c m · '
s h o w i n g t h e t w o p a r a f f i n b a n d s a t 1 4 7 1 a n d 1 4 6 2 c m -
1
t h a t i n t e r f e r e w i t h t h e s p e c t r a l
c h a r a c t e r i s a t i o n . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m " ;
a n d t i s s u e w a s m o u n t e d o n t r a n s f J e c t i v e s l i d e f o r t r a n s f J e c t i o n e x p e r i m e n t a t x 1 5
m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m l s a t i a n f a r I n f r a r e d S p e c t r a s c a p y 1 0 4
4 . 5 D E T E R M I N A T I O N O F T I S S U E S E C T I O N I N G T V P E S U S I N G P R I N C I P A L
C O M P O N E N T A N A L V S I S
O n e o f t h e a d v a n t a g e s o f u s i n g I R s p e c t r o s c o p y w i t h m u l t i v a r i a t e
s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , s u c h a s p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s ( P C A ) , i s t h e a b i l i t y t o
i d e n t i f y a n d s e p a r a t e s u b t l e v a r i a t i o n s i n b i o l o g i c a l s p e c t r a a n d t o i d e n t i f y
r e s i d u a l c h e m i c a l s r e m a i n i n g f r o m s t o r a g e o r p r o c e s s i n g . A s s e e n i n F i g u r e
4 . 3 , t h e s e e x o g e n o u s c h e m i c a l s o l u t i o n s h a v e p r o m i n e n t v ( O H ) a n d v ( N H )
b a n d s i n t h e 3 6 0 0 - 3 0 5 0 c m -
1
r e g i o n a n d v ( C H ) b a n d s w i t h i n t h e 3 0 5 0 -
2 7 5 0 c m -
1
r e g i o n . T h e r e f o r e , c a r e f u l e x a m i n a t i o n o f t h i s r e g i o n c o u l d
p o t e n t i a l l y i d e n t i f y a n y t i s s u e c o n t a m i n a n t s . I R s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d ( n o t
s h o w n ) f r o m f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s a n d p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s o f
t h r e e m a l i g n a n t b i o p s i e s t o g e t h e r w i t h t h e P B S I D
2
0 a n d f o r m a l i n s o l u t i o n s u s e d
f o r s t o r a g e a n d f i x a t i o n , r e s p e c t i v e l y . A P C A a n a l y s i s o f t h e 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
r e g i o n a n d t h e r e s u l t i n g P C 2 v s . P C 1 p l o t i s d i s p l a y e d i n F i g u r e 4 . 6 .
P C 1 s e p a r a t e s t h e f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s a n d F F P E s e c t i o n s , w h i c h
a c c o u n t e d f o r 9 9 . 7 % o f t h e s p e c t r a l v a r i a n c e , w h i l e P C 2 ( 0 . 3 % ) s e p a r a t e s t h e
f o r m a l i n s o l u t i o n f r o m t h e f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s . T h e p r e v i o u s s e c t i o n
d e m o n s t r a t e d t h a t t h e s t r o n g v a s ( C H
2
) a n d v s ( C H
2
) a b s o r p t i o n s i n t h e 3 0 5 0 -
2 7 5 0 c m -
1
r e g i o n o b s e r v e d i n F F P E s e c t i o n s a r e d u e t o p a r a f f i n c o n t a m i n a t i o n .
F r o m t h i s p r e l i m i n a r y a n a l y s i s , t h e v ( C H ) r e g i o n c a n b e u s e d t o d i s t i n g u i s h t h e
t i s s u e s e c t i o n i n g m e t h o d , a n d a l s o d e m o n s t r a t e s t h a t a n y d i a g n o s t i c p r o c e d u r e
w i l l n e e d t o t a k e i n t o a c c o u n t t h e m e t h o d s u s e d f o r t i s s u e p r e p a r a t i o n .
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F i g u r e 4 . 6 . P C 2 v s . P C 1 s c o r e s p l o t o f a t r a i n i n g d a t a s e t c o n t a i n i n g t h r e e m a l i g n a n t
b r e a s t b i o p s i e s p r e p a r e d i n : ( I ) f o r m a l i n t h e n c r y o s e c t i o n e d ; a n d ( 1 1 ) i n p a r a f f i n t h e n
F F P E s e c t i o n e d , a n d t h e s t o r a g e s o l u t i o n s o f P B S I D
2
0 a n d f o r m a l i n , i n t h e s p e c t r a l
r e g i o n o f 3 0 0 0 - 2 7 5 0 c m -
1
. E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d x 1 5
m a g n i f i c a t i o n ; a n d e a c h p o i n t r e p r e s e n t s a n a v e r a g e o f t r i p l i c a t e m e a s u r i n g a t t h e
c a n c e r o u s r e g i o n s .
'
F i g u r e 4 . 7 c o m p a r e s t h e v a r i o u s t i s s u e s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s u s i n g P C A
o n o n e m a l i g n a n t I D C b r e a s t b i o p s y u s i n g t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 3 0 5 0 -
2 7 5 0 c m - ' . T h e u s e o f o n e b i o p s y w a s t o m i n i m i s e s a m p l e v a r i a t i o n s , i . e . , t h e
P C A e x p e r i m e n t w a s d e s i g n e d t o e x a m i n e o n l y t h e v a r i a t i o n s d u e t o s e c t i o n i n g
t e c h n i q u e s . E a c h p o i n t o n t h e P C p l o t r e p r e s e n t s a n a v e r a g e o f t h r e e s p e c t r a
c o l l e c t e d a t t h e t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e d u c t s . P a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s a r e
s e p a r a t e d f r o m t h e d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s i n P C 1 ( 7 4 % o f t o t a l
v a r i a n c e ) , w h i l e t i s s u e s t h a t w e r e c r y o s e c t i o n e d d i r e c t l y a f t e r s t o r a g e i n
P B S / D
2
0 a r e s e p a r a t e d f r o m t h o s e o f f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s . P C 2 ( 1 4 % o f
t o t a l v a r i a n c e ) d e s c r i b e s t h e s e p a r a t i o n o f t h e c r y o s e c t i o n s a n d F F P E s e c t i o n s ,
1 O n l y i n t e g e r v a l u e s w e r e d i s p l a y e d i n T h e U n s c r a m b l e r P C s c o r e p l o t s , P C 1 a n d P C 2
s p e c t r a l v a r i a n c e s h o u l d b e 9 9 . 7 % a n d 0 . 3 % .
r~ilPter 0 4 S a m P l e O p l ' M l s a l i o n f o r I n f " a r e d S p e c t r o s c o p y ' 0 6
a l t h o u g h t h e r e i s a c l o s e r r e l a t i o n s h i p o f f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s t o t h e
F F P E s e c t i o n s . T h e s e p a r a t i o n c a n b e e x p l a i n e d i n t e r m s o f t h e s t a g e s o f t h e
t i s s u e p r o c e s s i n g , s t a g e ( I ) b e i n g s t o r a g e o f P B S / D
2
0 t h e n c r y o s e c t i o n e d o r t h e
b i o p s y u n d e r g o i n g f o r m a l i n f i x a t i o n ( 1 1 ) . S o m e s e c t i o n s w i l l t h e n g o o n t o b e
e m b e d d e d i n p a r a f f i n a n d t h e n s e c t i o n e d ( I l l ) a n d d e p a r a f f i n i s e d ( I V ) . T h e
v a r i a t i o n s w i t h i n e a c h p r o c e s s i n g s t a g e a r e d u e t o t h e h e t e r o g e n e o u s n a t u r e o f
t h e b r e a s t t i s s u e s a n d w i l l b e d i s c u s s e d i n d e t a i l i n S e c t i o n 4 . 1 0 .
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F i g u r e 4 . 7 . P C 2 v s . P C 1 s c o r e s p l o t s e p a r a t i n g t i s s u e p r e s e n t a t i o n a s ( I ) P B S / D
2
0
c r y o s e c t i o n s , ( 1 1 ) f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s , ( I l l ) F F P E s e c t i o n s ; a n d ( I V )
d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s i n t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m - ' . S e c t i o n s f r o m
o n e m a l i g n a n t I D C b r e a s t b i o p s y w e r e u s e d h e r e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ;
4 c m - ' ; a n d x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . T h e v a r i a t i o n s s e e n w i t h i n e a c h g r o u p s a r e d u e t o t h e
h e t e r o g e n e i t y n a t u r e o f t h e b r e a s t t i s s u e s w h e r e t h e I R s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d .
4 . 6 T I S S U E S T A B I L I T Y
F o r m a l i n - f i x e d b i o p s i e s a n d s u b s e q u e n t F F P E s e c t i o n s w e r e s t o r e d a t
r o o m t e m p e r a t u r e f o r t h r e e a n d h a l f y e a r s w i t h o u t a n y a p p a r e n t s i g n s o f t i s s u e
d e g r a d a t i o n ( F i g u r e 4 . 8 A ) , w h e r e a s s a m p l e s t h a t w e r e s t o r e d i n P B S / D 2 0 a n d
n o t f i x e d w e r e f o u n d t o h a v e d e t e r i o r a t e d a f t e r t h r e e m o n t h s d u e t o a u t o l y s i s ,
1 0 7
a n d c o u l d n o t b e r e t r o s p e c t i v e l y a n a l y s e d ( F i g u r e 4 . 8 B ) .
( A )
(~)
F i g u r e 4 . 8 . C o m p a r i s o n o f t i s s u e b i o p s y a f t e r t h r e e a n d h a l f y e a r s o f s t o r a g e . ( A ) A
f o r m a l i n - f i x e d b i o p s y w h o s e t i s s u e s t r u c t u r e h a s b e e n p r e s e r v e d a n d ( B ) a d e t e r i o r a t e d
b r e a s t b i o p s y s t o r e d i n P B S / D
2
0 , t h e b i o p s y h a s d i s i n t e g r a t e d a n d i s s u s p e n d e d
t h r o u g h o u t t h e s o l u t i o n .
A l t h o u g h t h e f o r m a l i n - f i x e d b i o p s i e s d o n o t a p p e a r t o h a v e d e t e r i o r a t e d
v i s u a l l y t h i s m a y n o t b e t h e c a s e a t a m o l e c u l a r l e v e l . T h e r e f o r e , i n f r a r e d
s p e c t r o s c o p y w a s u s e d t o e s t a b l i s h i f t i s s u e d e g r a d a t i o n h a d o c c u r r e d i n t w o
f o r m a l i n - f i x e d m a l i g n a n t b r e a s t b i o p s i e s s t o r e d f o r t h r e e a n d h a l f y e a r s .
I n i t i a l l y , t h e s e s a m p l e s w e r e p r e p a r e d a s c r y o s e c t i o n s a n d w e r e e x a m i n e d
u s i n g I R m i c r o s p e c t r o s c o p y ( s e e F i g u r e s 4 . 9 A a n d B ) . W h e n r e - e v a l u a t e d , t h e
u n p r o c e s s e d b i o p s i e s w e r e e x a m i n e d u s i n g A T R s p e c t r o s c o p y ( F i g u r e s 4 . 9 C
a n d D ) . T h e r e w a s i n s u f f i c i e n t s a m p l e v o l u m e r e m a i n i n g t o p r e p a r e a
c r y o s e c t i o n , t h e r e f o r e t h e s a m p l e w a s m e a s u r e d i n b u l k u s i n g A T R
s p e c t r o s c o p y .
C h a p t e r 0 4 S a m p l e O p t l r 1 I S a l i o n f o r I n f r a r e d S p e c l r o s c o p y
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W a v e n u m b e r ( c m -
1
)
F i g u r e 4 . 9 . S p e c t r a l e v a l u a t i o n s o f t h e e f f e c t s o f t i s s u e f i x a t i o n t h r e e a n d h a l f y e a r s
a f t e r s a m p l e a c q u i s i t i o n s . ( A & B ) O r i g i n a l J R s p e c t r a o f t w o m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n s
m e a s u r e d m i c r o s c o p i c a l l y ; A T R s p e c t r a o f ( C & D ) t w o t h r e e a n d h a l f y e a r - o l d ,
f o r m a l i n - f i x e d m a l i g n a n t b r e a s t s p e c i m e n s m e a s u r e d i n b u l k ; ( E & F ) f o r m a l i n s o l u t i o n s
u s e d i n f i x a t i o n a n d s t o r a g e i n s a m p l e s A a n d B , r e s p e c t i v e l y ; ( G ) f r e s h f o r m a l i n
s o l u t i o n , ( H ) f r e s h P B S / D
2
0 a n d ( I ) t a p w a t e r . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ( A a n d B )
m i c r o s c o p y : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - I ; a n d x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . ( G - I ) A T R s p e c t r o s c o p y :
p u r g e d w i t h N
2
; 1 2 8 s c a n s ; a n d 4 c m - I . P e a k s t h a t a r e a t t r i b u t e d t o a d i p o s e t i s s u e s
a r e m a r k e d w i t h a r r o w s ; P B S / D
2
0 w i t h ( ' ) ; f o r m a l i n s o l u t i o n w i t h ( * ) a n d w a t e r w i t h ( + ) .
T h e a m i d e I b a n d i s h i g h l i g h t e d w i t h b l u e l i n e . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m i s a t l o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y
1 0 9
T h e b i o p s i e s w e r e i n i t i a l l y s t o r e d i n P B S / D
2
0 s o l u t i o n , t h e n s U b s e q u e n t l y
f i x e d i n f o r m a l i n s o l u t i o n a n d s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e s p e c t r u m o f t h e
s t o r a g e s o l u t i o n t o g e t h e r w i t h s p e c t r a o f f r e s h f o r m a l i n s o l u t i o n , P B S / D
2
0 , a n d
t a p w a t e r a r e s h o w n i n F i g u r e s 4 . 9 E - 1 . T h e a s s i g n m e n t o f t h e v i b r a t i o n a l
b a n d s o b s e r v e d i n t h e c r y o s e c t i o n e d a n d b i o p s y s p e c t r a w i l l b e d i s c u s s e d i n
d e t a i l i n C h a p t e r 5 , S e c t i o n 5 . 1 . T h e o b j e c t i v e o f t h i s p a r t i c u l a r e x p e r i m e n t w a s
t o e s t a b l i s h i f t h e m o l e c u l a r s t r u c t u r e o f t h e t i s s u e h a d d e t e r i o r a t e d w i t h t i m e
a n d t h e d i s c u s s i o n w i l l b e l i m i t e d t o t h e p r e s e n c e o f a n y s u c h i n d i c a t o r s .
S m a l l c o n t r i b u t i o n s f r o m t h e v ( O - D ) b a n d s o f t h e P B S / D
2
0 s o l u t i o n a r e
o b s e r v e d a t - 2 5 0 0 c m -
1
i n b o t h b i o p s i e s , w h i c h w e r e o r i g i n a l l y s t o r e d i n t h i s
s o l u t i o n p r i o r t o f o r m a l i n f i x a t i o n ( m a r k e d w i t h ( " ) , F i g u r e s 4 . 9 C a n d D ) .
T h e r e f o r e , t h e r e w e r e s o m e H 2 0 l D
2
0 e x c h a n g e s w i t h i n t h e b i o p s i e s . T h e
p e a k s m a r k e d w i t h ( * ) a n d ( + ) a r e d u e t o t h e i n f r a r e d a b s o r p t i o n s o f t h e f o r m a l i n
s o l u t i o n a n d w a t e r . T h e I R s p e c t r u m o f t h e m a l i g n a n t t i s s u e b i o p s y i n F i g u r e
4 . 9 0 d i s p l a y s s t r o n g e r b a n d s o f V ( C H 2 ) a t 2 9 2 1 a n d 2 8 5 2 c m - \ V ( C = O ) , i p i d - e s t e r
a t 1 7 4 3 c m -
1
a n d b ( C - C ) a t 1 1 6 3 c m -
1
t h a t a r e a t t r i b u t e d t o t h e a d i p o s e t i s s u e s
( s e e a r r o w s ) . N o b a n d s d u e t o a d i p o s e t i s s u e s w e r e a p p a r e n t i n F i g u r e 4 . 9 C
b u t s t r o n g b a n d s w e r e o b s e r v e d d u e t o t h e p r o t e i n a b s o r p t i o n s . T h e a l d e h y d e
p ( C H ) b a n d o f f o r m a l i n a t 1 0 3 0 c m -
1
i s o b s e r v e d i n t h e b i o p s y s a m p l e s ( F i g u r e s
4 . 8 C a n d D ) b u t i s a b s e n t i n t h e s p e c t r a o f c r y o s e c t i o n s ( F i g u r e s 4 . 9 A a n d B ) .
T h e a m i d e I b a n d s h i f t s f r o m 1 6 5 5 c m -
1
i n t h e s p e c t r a o f c r y o s e c t i o n s
( F i g u r e s 4 . 9 A a n d B ) t o 1 6 4 0 c m -
1
i n t h e f o r m a l i n - f i x e d b i o p s i e s ( F i g u r e s 4 . 9 C
a n d D ) . T h e s h i f t i s d u e t o t h e p r o t e i n c r o s s - l i n k i n g d u r i n g f o r m a l i n - f i x a t i o n a s
r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e [ 3 , 6 , 8 ] . N o s i g n s o f p r o t e i n d e g r a d a t i o n i n f o r m a l i n -
f i x e d b i o p s i e s a r e o b s e r v e d i n t h i s e x p e r i m e n t . T h e I R s p e c t r a o f t h e o r i g i n a l
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t l m l s a t l a n f o r I n f r a r e d S p e c t r a s c a p y
1 1 0
c r y o s e c t i o n s w e r e b o t h s t o r e d i n P B S / D 2 0 s o l u t i o n a n d c r y o s e c t i o n e d w i t h o u t
f o r m a l i n - f i x a t i o n , w h i c h p r e s e r v e d t h e a d i p o s e c o n t e n t a s i n d i c a t i v e b y t h e l i p i d
b a n d s . A s s e e n h e r e , f o r m a l i n - f i x a t i o n d o e s n o t a f f e c t a n y a d i p o s e c o n t e n t o f
t h e t i s s u e s a n d c o u l d b e u s e d f o r r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s .
W e a k I R b a n d s f r o m t h e P B S / D 2 0 s o l u t i o n w e r e o b s e r v e d ( F i g u r e s 4 . 9 E
a n d F ) o n l y i n t h e f o r m a l i n s o l u t i o n s u s e d f o r s t o r i n g t h e b i o p s i e s . T h i s e f f e c t
w a s n o t o b s e r v e d i n f r e s h f o r m a l i n s o l u t i o n s ( F i g u r e 4 . 9 G ) s i n c e D 2 0 / H 2 0
e x c h a n g e d b e t w e e n t h e b i o p s y a n d t h e f o r m a l i n s o l u t i o n o c c u r s o v e r t i m e .
A l t h o u g h t h e w a t e r { \ ( O H ) b a n d a t 1 6 5 0 c m -
1
( F i g u r e 4 . 9 1 ) i s o f m e d i u m
i n t e n s i t y , t h e p e a k s o b s e r v e d i n b o t h o r i g i n a l c r y o s e c t i o n s ( F i g u r e s 4 . 9 A a n d B )
a n d f o r m a l i n - f i x e d b i o p s i e s ( F i g u r e s 4 . 9 C a n d D ) a r e d u e t o t h e p r o t e i n v ( C = O )
b a n d s f r o m t h e b i o l o g i c a l t i s s u e s . B o t h c r y o s e c t i o n s w e r e a i r - d r i e d p i r o r t o
s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
4 . 7 T I S S U E T H I C K N E S S
T i s s u e s s e c t i o n e d f o r h i s t o p a t h o l o g y h a v e t h i c k n e s s e s o f b e t w e e n 5 a n d
1 0 I - l m , w h i c h d o n o t a l t e r t i s s u e a r c h i t e c t u r e c o m p a r e d t o t h i c k e r s e c t i o n s
( > 2 0 I - l m ) [ 2 - 4 , 9 - 1 2 ] . I n o r d e r t o e s t a b l i s h t h e o p t i m a l t h i c k n e s s f o r I R
s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s , a L C I S b i o p s y w a s c r y o s e c t i o n e d a t v a r i o u s
t h i c k n e s s e s ( 5 , 1 0 , 2 5 , 4 0 a n d 5 0 J . l m ) a n d m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w s . A s
s h o w n i n F i g u r e 4 . 1 0 , t h e I R s p e c t r a o f a l l t i s s u e s e c t i o n s a r e v e r y s i m i l a r , w i t h
t h e m o s t s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e i n g d i f f e r i n g l e v e l s o f a d i p o s e c o n t e n t .
T h e 5 - l - l m a n d 5 0 - J . l m - t h i c k b r e a s t s e c t i o n s w e r e d i f f i c u l t t o u s e a s t h e y
c u r l e d p r i o r t o m o u n t i n g . I n a d d i t i o n , t h e s p e c t r a o f t h i c k e r s a m p l e s a r e m o r e
l i k e l y t o c o n t a i n a n u m b e r o f o v e r l a p p i n g t i s s u e c o m p o n e n t s ( e . g . , d u c t s a n d
·~~.,rte
o
. .
l o b u l e s ) , t h e r e f o r e c o n f o u n d i n g s p e c t r a l a n a l y s i s ( F i g u r e 4 . 1 O C ) . U l t i m a t e l y , t h e
g o a l i s t o p r o d u c e a m e t h o d o l o g y t h a t c a n b e u s e d i n p a r a l l e l w i t h
h i s t o p a t h o l o g y , w h i c h t y p i c a l l y u s e t i s s u e s e c t i o n s w i t h t h i c k n e s s e s o f b e t w e e n
5 a n d 1 0 ! A m . A s t h e I R s p e c t r a o f s e c t i o n s o f t h e s e p a r t i c u l a r t h i c k n e s s e s a r e
o f g o o d q u a l i t y a n d g i v e h i g h s i g n a l - t o - n o i s e ( S I N ) r a t i o , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t
t h e y w e r e t h e o p t i m a l t h i c k n e s s e s f o r f u r t h e r s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
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W a v e n u m b e r ( c m - )
F i g u r e 4 . 1 0 . C o m p a r i s o n o f a l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u b r e a s t b i o p s y c r y o s e c t i o n e d a t
v a r i o u s t h i c k n e s s e s : ( A ) 5 I - ' m ; ( B ) 1 0 ~lm; ( C ) 2 5 I - ' m ; ( D ) 4 0 I - ' m ; a n d ( E ) 5 0 I - ' m .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; a n d s e c t i o n s w e r e
m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w s . S p e c t r a a r e t o s c a l e a n d o f f s e t f o r c l a r i t y . B o x e s a r e
s c h e m a t i c d i a g r a m s r e p r e s e n t i n g m o r p h o l o g i c a l c o m p o n e n t s o f t i s s u e s e c t i o n s w i t h
t h i c k n e s s e s o f 5 I - ' m a n d 5 0 I - ' m .
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m i s a t i a n f a r I n f r a r e d S p e c t r a s c a p y
1 1 2
4 . 8 M O U N T I N G S U B S T R A T E S
S a m p l e s o f a n o p t i m a l 5 - 1 0 ~m t h i c k n e s s w e r e m o u n t e d o n t h r e e I R
m o u n t i n g s u b s t r a t e s , a C a F
2
i n f r a r e d w i n d o w , a t r a n s m i s s i o n - r e f l e c t i v e
( t r a n s f l e c t i v e ) s l i d e a n d a s t a n d a r d s i l v e r - b a s e d m i r r o r . T h e r e s u l t s ( F i g u r e
4 . 1 1 ) s h o w t h a t t h e C a F 2 w i n d o w p r o d u c e s a s p e c t r u m w i t h t h e f l a t t e s t
b a s e l i n e , w h e r e a s b a s e l i n e c o r r e c t i o n p r o c e d u r e s a r e r e q u i r e d f o r s e c t i o n s
m o u n t e d o n a t r a n s f l e c t i v e s l i d e o r a m i r r o r . N o s i g n a l s a r e o b s e r v e d b e l o w
9 0 0 c m -
1
( R e g i o n 1 1 ) i n t h e s p e c t r a o f t h e t i s s u e s m o u n t e d o n C a F
2
a n d b e l o w
6 0 0 c m -
1
i n t h e s p e c t r a o n t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e s a s b o t h m a t e r i a l s a b s o r b a l l
r a d i a t i o n b e l o w t h e s e r e g i o n s . S i m i l a r l y n o s i g n a l i s o b s e r v e d b e l o w 9 0 0 c m -
1
i n t h e c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n m i r r o r .
T h e s p e c t r u m o f t h e t i s s u e o n t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e ( F i g u r e 4 . 1 1 B ) h a s
a n a r t e f a c t w i t h i n t h e 2 3 0 0 - 1 7 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n ( R e g i o n I ) . T h e a r t e f a c t
i n t e r f e r e s t h e l i p i d b a n d n e a r 1 7 5 0 c m -
1
a n d t h e a m i d e I b a n d . T h i s s p e c t r a l
a r t e f a c t i s m o r e a p p a r e n t n e a r s a m p l e e d g e s a n d a t d u c t o p e n i n g s , a n d i s
a s c r i b e d t o t h e a n o m a l o u s d i s p e r s i o n a r t e f a c t . R o m e o a n d D i e m h a v e r e p o r t e d
t h a t i f t h e a r t e f a c t i s n o t c o r r e c t e d , i t c a n p r e v e n t t h e c o r r e c t d i f f e r e n t i a t i o n o f
t i s s u e t y p e s i n a s a m p l e [ 1 3 , 1 4 ) . T h i s i s e s p e c i a l l y i m p o r t a n t i n t h e
i n t e r p r e t a t i o n o f I R i m a g i n g o r m a p p i n g d a t a w i t h m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s .
C a l c i u m f l u o r i d e a s a s u b s t r a t e w i l l p r o d u c e a s p e c t r u m w i t h a f l a t
b a s e l i n e a n d g o o d S I N . T h e w i n d o w i s a l s o r e s i s t a n t t o a q u e o u s a n d o r g a n i c
s o l v e n t s ; h o w e v e r , t h e s l i d e i s m o r e e x p e n s i v e t h a n t h e t r a n s f l e c t i v e A g / S n 0 2
s l i d e a n d m i r r o r . T h e C a F 2 w i n d o w s a n d m i r r o r w e r e r e - u s e d , b u t o n c e s e c t i o n s
w e r e r e m o v e d , t h e y c o u l d n o t b e r e - e x a m i n e d . T r a n s f l e c t i v e s l i d e s a r e a m o r e
w i t h c o m p a r a b l e s p e c t r a l q u a l i t y t o t h o s e s e c t i o n s m o u n t e d o n C a F 2 w i n d o w s .
b e m o u n t e d o n t h e s l i d e s p e r m a n e n t l y a n d c a n b e r e - e x a m i n e d a t a l a t e r t i m e
1 1 ' 3
1 0 0 01 5 0 02 0 0 02 5 0 03 0 0 03 5 0 0
( I )
( 1 1 )
( A )
V I
" -
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I A ' v \
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. /
" -
A n o m a l o u s d i s
e r S l o r
( B )
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" 0 1
( C )
~
"
~
~
' -
~
~ " "
C h a p t e r J 4 - S a r p l c O p l u r ' l s a t l o r f o r I n f r a r e C ' ~peclrosco~ y
h i s t o p a t h o l o g y f o r e x a m i n a t i o n .
I n a d d i t i o n , t h e t i s s u e s c a n b e s t a i n e d a f t e r s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s a n d s e n t t o
a t t r a c t i v e a l t e r n a t i v e b e c a u s e t h e y a r e r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e , t h e s e c t i o n s c a n
W a v e n u m b e r ( c m - ' )
F i g u r e 4 . 1 1 . C o m p a r i s o n o f I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m t i s s u e s e c t i o n s m o u n t e d o n
v a r i o u s t i s s u e - m o u n t i n g m a t e r i a l s : ( A ) F F P E s e c t i o n o n C a F
2
w i n d o w ; ( 8 ) F F P E o n
t r a n s f l e c t i v e s l i d e ; a n d ( C ) F F P E s e c t i o n o n m i r r o r . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : a l l
s a m p l e s w e r e S I A m - t h i c k ; S 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
; a n d x 1 S m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e
o f f s e t f o r c l a r i t y .
Q l
U
C
c t l
. 0
~
o
( / l
. 0
< l :
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m l s a t i o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y
4 . 9 S P E C T R A L C O M P A R I S O N O F S I N G L E - P O I N T , F P A - F T I R I M A G I N G
A N D S R - F T I R M A P P I N G
1 1 4
D i f f e r e n t s a m p l i n g p r o c e s s i n g a n d m o u n t i n g s u b s t r a t e s h a v e b e e n
s h o w n t o y i e l d d i f f e r e n t s p e c t r a l r e s u l t s . S i m i l a r l y , s u b t l e s p e c t r a l v a r i a t i o n s
w e r e a l s o o b s e r v e d u s i n g d i f f e r e n t s p e c t r o s c o p i c t e c h n i q u e s : s i n g l e - p o i n t
m i c r o s p e c t r o s c o p y , f o c a l - p l a n e a r r a y i n f r a r e d i m a g i n g , a n d s y n c h r o t r o n -
r a d i a t i o n s o u r c e i n f r a r e d m a p p i n g . F i g u r e 4 . 1 2 s h o w s f o u r r e p r e s e n t a t i v e
s p e c t r a c o l l e c t e d a t t h e t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e d u c t f r o m t h e s a m e c r i b r i f o r m
D C I S l e s i o n ( F F P E s e c t i o n m o u n t e d o n a t r a n s f l e c t i v e s l i d e ) u s i n g t h e s e
t e c h n i q u e s .
T h e s p e c t r a a r e s i m i l a r w i t h a l l t h e m a j o r p e a k s a s s i g n a b l e t o v a r i o u s
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . T h e s p e c t r u m d i s p l a y i n g t h e b e s t S I N a n d l e a s t
a r t e f a c t s w a s c o l l e c t e d u s i n g s i n g l e - p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p y . F o l l o w i n g t h i s ,
t h e s p e c t r u m w a s c o l l e c t e d w i t h t h e F P A - F T I R i m a g i n g s y s t e m t o p r o d u c e a
s p e c t r u m t h a t d i s p l a y s a s t r o n g d i s p e r s i v e f e a t u r e a s s e e n i n R e g i o n I .
H o w e v e r , a s p r e v i o u s l y d i s c u s s e d , t h e f e a t u r e i s a r e s u l t o f s p e c t r a h a v i n g b e e n
c o l l e c t e d f r o m a r e a s t h a t a r e n e a r t h e s a m p l e e d g e s o r a r o u n d d u c t o p e n i n g s
[ 1 3 , 1 4 ] . T h e r e f o r e , t h e a n o m a l o u s d i s p e r s i o n c o u l d b e , a n d w a s , a l s o o b s e r v e d
i n s i n g l e - p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p y .
L a s t l y , t w o D C I S s p e c t r a c o l l e c t e d u n d e r t h e s a m e e x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s ( 3 2 s c a n s ; 4 c m -
1
s p e c . r e s . ; a p e r t u r e s i z e o f 1 5 x 1 5 r - t m 2 ) w e r e
c o m p a r e d ( F i g u r e s 4 . 1 2 C a n d D ) u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y , b u t w e r e
r e c o r d e d u s i n g d i f f e r e n t m i r r o r v e l o c i t i e s . A l t h o u g h t h e S R - F T I R s p e c t r u m
w o u l d b e e x p e c t e d t o h a v e a v e r y h i g h S I N r a t i o , F i g u r e 4 . 1 2 C i l l u s t r a t e s t h a t
s i g n i f i c a n t n o i s e w a s o b s e r v e d , p a r t i c u l a r l y w i t h i n R e g i o n 1 1 . T h i s o b s e r v a t i o n
C h a p t e r 0 4 S a m p l e O p h m l s a t l o f l f c ; I n f r a r e d Spectrcs~opv I ' 5
w a s a t t r i b u t e d t o t h e s l o w e r m o d u l a t i o n f r e q u e n c y ( L e . , v e l o c i t y o f m o v i n g
m i r r o r ) t h a t w a s c h o s e n ( 0 . 4 7 4 7 c m / s i n F i g u r e 4 . 1 2 C a n d 1 . 8 9 8 8 c m / s i n
F i g u r e 4 . 1 2 D ) . T h e S I N i n F i g u r e 4 . 1 2 D w a s i m p r o v e d w h e n f a s t e r m o d u l a t i o n
f r e q u e n c y w a s u s e d , a n d t h e v a s ( p O n o f n u c l e i c a c i d b a n d a t 1 2 4 0 c m -
1
w a s
o b s e r v e d .
R e g i o n I R e g i o n 1 1
' ' / 1
( A )
( D )
( 8 )
Q )
1 1 I A
0
c
I
r o
. 0
~
0
( / )
. 0
' \ ~
< t :
( C )
. . .
1 0 0 0
1 5 0 0
3 5 0 0
3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0
W a v e n u m b e r ( c m -
1
)
F i g u r e 4 . 1 2 . I R s p e c t r a o f a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S F F P E s e c t i o n m o u n t e d o n
t r a n s f l e c t i v e s l i d e u s i n g : ( A ) s i n g l e - p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p y ( 5 1 2 s c a n s ; 4 c m " ; x 1 5
m a g n i f i c a t i o n a n d a p e r t u r e s i z e o f 5 x 5 m m
2
) ; ( 8 ) F P A - F T I R i m a g i n g ( 6 4 x 6 4 a r r a y ; 2 5 6
s c a n s ; 2 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a p e r t u r e s i z e o f 5 x 5 m m
2
) ; ( C ) S R - F T I R
m a p p i n g ( 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; m i r r o r v e l o c i t y 0 . 4 7 4 7 c m / s ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n ; a n d
a p e r t u r e s i z e o f 1 5 x 1 5 I l m
2
) ; a n d ( D ) S R - F T I R m a p p i n g ( 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; m i r r o r
v e l o c i t y 1 . 8 9 8 9 c m l s ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a p e r t u r e s i z e o f 1 5 x 1 5 I l m \ R e g i o n I :
d i s p e r s i v e a r t e f a c t a f f e c t e d r e g i o n s a n d R e g i o n 1 1 : S R - F T I R a f f e c t e d b y m o d u l a t i o n
f r e q u e n c y a n d d i f f r a c t i o n l i m i t . S p e c t r a a r e n o t t o s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
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4.10 SPECTRAL REPEATABILlTY AND TISSUE HETEROGENEITY
Chanter 114
positions of tumour cells within the same cancerous duct. The spectra are
highly repeatable as is evidenced by the consistent band positions and
and connective tissues) were obtained to establish the reproducibility and
lineshape of the proteins (1659 and 1551 cm-\ lipids (2924, 2854 and
1454 cm-1) and the nucleic acids (1241 and 1097 cm-\
Numerous single-point spectra from samples of the same classification
from an invasive ductal carcinoma breast cryosection measured at different
repeatability of the analytical technique. Figure 4.13 shows three spectra of
and from various positions on the same tissue type (Le., lobules, ducts, adipose
Wavenumber (cm-')
Figure 4.13. Spectral repeatability of an invasive ductal carcinoma breast cryosection
spectral collected at different locations from tumour cells within the same cancerous
duct. Experimental conditions: 512 scans; 4 cm-'; x15 magnification; and average of
triplicates. Spectra are offset for clarity.
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C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t l m l s a t l o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y
1 1 7
S p e c t r a l v a r i a t i o n s a m o n g t h e f o r m a l i n - f i x e d c r y o s e c t i o n s i n t h e P C
s c o r e s p l o t ( F i g u r e 4 . 7 ) w e r e d u e t o t h e h e t e r o g e n e i t y o f t h e b r e a s t t i s s u e . T o
i l l u s t r a t e t h e i n h e r e n t h e t e r o g e n e i t y o f t h e s a m p l e , F i g u r e 4 . 1 4 s h o w s f o u r
r e p r e s e n t a t i v e I R s p e c t r a m e a s u r e d a t p o i n t s c o r r e s p o n d i n g t o v a r i o u s t i s s u e
c o m p o n e n t s f r o m a n i n f i l t r a t i n g l o b u l a r c a r c i n o m a c r y o s e c t i o n . T h e H & E
s t a i n e d s e c t i o n w a s u s e d t o l o c a t e t h e m a j o r b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s f o r I R
s p e c t r a l c o l l e c t i o n o n a n a d j a c e n t u n s t a i n e d s e c t i o n . A s s e e n h e r e , s p e c t r a
c o l l e c t e d a t t h e v a r i o u s l o c a t i o n s p r o d u c e d d i f f e r e n t s p e c t r a , a s w o u l d b e
e x p e c t e d . I n a d d i t i o n , m o s t o f t h e b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s ( d u c t s , l o b u l e s a n d
a d i p o s e t i s s u e s ) v a r y i n s i z e a n d t h e u s e o f i n a p p r o p r i a t e a p e r t u r e s i z e s
( 5 x 5 m m
2
i n a t y p i c a l I R m i c r o s c o p e ) c o u l d r e s u l t i n d a t a c o l l e c t i o n o f a n a r e a
c o n t a i n i n g t o o m u c h o r t o o l i t t l e o f t h e c o m p o n e n t o f i n t e r e s t . T h i s c a n l e a d t o a
f a l s e p o s i t i v e o r n e g a t i v e f o r d i a g n o s t i c s . H o w e v e r , t h e S I N b e c o m e s p o o r e r a s
t h e c o n s e q u e n c e o f c l o s i n g t h e a p e r t u r e t o c o l l e c t d a t a f r o m a s p e c i f i c a r e a ,
w h i c h c o u l d b e s o l v e d / i m p r o v e d b y u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y [ 1 5 , 1 6 ] .
T h e a d v a n t a g e s o f S R - F T I R s p e c t r o s c o p y w i l l b e d i s c u s s e d i n C h a p t e r 5 ,
S e c t i o n 5 . 4 .
a r e d S p , ' c t r o s [ O P Y
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)
1 5 0 0
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F i g u r e 4 . 1 4 . ( T o p ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a 5 - f l m - t h i c k H & E s t a i n e d i n v a s i v e l o b u l a r
c a r c i n o m a c r y o s e c t i o n ( a d i p o s e r e m o v e d d u r i n g s t a i n i n g p r o c e s s ) . ( B o t t o m ) I R
s p e c t r a n o r m a l i s e d t o t h e a m i d e I b a n d o f a n a d j a c e n t 5 - f l m - t h i c k c r y o s e c t i o n
m e a s u r e d a t v a r i o u s l o c a t i o n s : ( A ) c o n n e c t i v e t i s s u e s ( s t r o m a ) ; ( B ) n u c l e i a t d u c t ; ( C )
n u c l e i a t l o b u l e s ; a n d ( D ) n u c l e i s u r r o u n d e d b y a d i p o s e t i s s u e s . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; t r a n s f l e c t i o n m o d e u s i n g t r a n s f l e c t i v e
s l i d e . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m i s a t l o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y
4 . 1 1 C O N C L U S I O N
1 1 9
I n o r d e r t o d e v e l o p i n f r a r e d s p e c t r o s c o p y a s a t e c h n i q u e t o b e u s e d i n
p a r a l l e l w i t h h i s t o p a t h o l o g y a n d a s a t o o l f o r d i a g n o s i s i t i s f i r s t n e c e s s a r y t o
e s t a b l i s h a n d o p t i m i s e t e c h n i q u e s u s e d f o r s a m p l e p r e p a r a t i o n a n d
p r e s e n t a t i o n . A s y s t e m a t i c a p p r o a c h w a s t a k e n t o e x a m i n e s a m p l i n g
t e c h n i q u e s u s e d i n p a t h o l o g y a n d t h e e f f e c t o f e a c h s t a g e w a s i n v e s t i g a t e d b y
F T I R s p e c t r o s c o p y . T h i s i n c l u d e d t h e c h e m i c a l s u s e d i n t i s s u e f i x a t i o n ,
p r o c e s s i n g a n d s e c t i o n i n g , t o g e t h e r w i t h t h e s u b s t r a t e s f o r m o u n t i n g . I n f r a r e d
s p e c t r o s c o p y y i e l d e d t h e b e s t d i a g n o s t i c r e s u l t s w h e n c r y o s e c t i o n s p r e p a r e d
f r o m f o r m a l i n - f i x e d t i s s u e s w e r e u s e d .
T h i s t r e a t m e n t p r e s e r v e d t h e
m o r p h o l o g i c a l s t r u c t u r e , m i n i m i s e d t h e e f f e c t o f a u t o l y s i s , a n d a l l o w e d t h e
o p t i o n o f r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s . P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s w a s u s e d t o
s e p a r a t e d i f f e r e n t s t a g e s o f t i s s u e p r o c e s s i n g u s i n g t h e 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , w h i c h i s f o u n d t o b e s e n s i t i v e t o t h e c h e m i c a l s u s e d i n t i s s u e
p r o c e s s i n g . T h i s a l l o w s s a m p l e s o f u n k n o w n p r o c e s s i n g t o b e c l a s s i f i e d
a c c o r d i n g t o t h e i r p r o c e s s i n g a n d s e c t i o n i n g . T h e i m m e d i a t e l y c r y o s e c t i o n e d
b i o p s y w a s c l e a r l y s e p a r a t e d f r o m t h e s a m e b i o p s y t h a t w a s f i x e d i n f o r m a l i n
a n d m i c r o t o m e d e i t h e r a s c r y o s e c t i o n o r F F P E s e c t i o n .
C o v e r s l i p s a r e u s e d t o a v o i d t i s s u e d e g r a d a t i o n o n s t a i n e d t i s s u e
s e c t i o n s i n h i s t o p a t h o l o g y , h o w e v e r , m o s t o f t h e I R s t u d i e s t o d a t e p l a c e t h e
t i s s u e s e c t i o n s ( c r y o s e c t i o n s / F F P E s e c t i o n s ) o n i n f r a r e d m o u n t i n g s u b s t r a t e s
u n c o v e r e d [ 1 3 , 1 7 - 2 9 ] . T h i s r a i s e s t h e q u e s t i o n o f t i s s u e s t a b i l i t y . A T R s p e c t r a
o f t w o m a l i g n a n t b i o p s i e s t h a t w e r e f i x e d i n f o r m a l i n s o l u t i o n f o r t h r e e a n d h a l f
y e a r s w e r e c o m p a r e d w i t h t h e o r i g i n a l s p e c t r a o b t a i n e d f r o m c r y o s e c t i o n s * . N o
p r o t e i n d e g r a d a t i o n w a s o b s e r v e d i n t h e f o r m a l i n - f i x e d b i o p s i e s , h o w e v e r ,
• I n s u f f i c i e n t s a m p l e v o l u m e r e m a i n e d f o r c r y o s e c t i o n s t o b e p r e p a r e d f r o m t h e t h r e e - a n d - h a l f
y e a r o l d b i o p s y .
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m l s a t i a n f a r I n f r a r e d S p e c t r o s c a p y 1 2 0
s i g n i f i c a n t s h i f t s i n t h e p o s i t i o n s o f t h e a m i d e I a n d 1 1 b a n d s w e r e n o t e d a n d
w e r e a s c r i b a b l e t o p r o t e i n c r o s s - l i n k i n g d u e t o f o r m a l i n f i x a t i o n a s p r e v i o u s l y
a s s i g n e d i n t h e l i t e r a t u r e [ 6 , 8 ) . T h e b i o p s y s t o r e d i n P B S / D
2
0 d i s p l a y e d s i g n s
o f c e l l u l a r d i s i n t e g r a t i o n a n d r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s c o u l d n o t b e u n d e r t a k e n .
A l t h o u g h t h e a n o m a l o u s d i s p e r s i o n a r t e f a c t w a s o b s e r v e d w i t h i n t h e
2 0 0 0 - 1 7 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e w a s d e t e r m i n e d t o b e
t h e b e s t m o u n t i n g s u b s t r a t e . T h e s a m p l e s o n t h e s u b s t r a t e p r o d u c e d h i g h
q u a l i t y s p e c t r a a n d t h e s e c t i o n s c o u l d b e s t a i n e d a f t e r I R a n a l y s i s . A T R
s p e c t r o s c o p y i s a r e l a t i v e l y s i m p l e t e c h n i q u e , w h e r e n o s a m p l e p r e p a r a t i o n w a s
r e q u i r e d . T h i s w a s p a r t i c u l a r l y u s e f u l f o r m e a s u r i n g f r e s h o r f i x e d t i s s u e
b i o p s i e s , b i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a n d c h e m i c a l s o l u t i o n s . H o w e v e r , t h e u s e o f
A T R f o r a n a l y s i s o f b u l k t i s s u e a n d s e c t i o n s i s n o t r e c o m m e n d e d f o r t h e
f o l l o w i n g r e a s o n s . T h e s p e c t r a o f w a t e r a n d f o r m a l i n c a n i n t e r f e r e w i t h t h a t o f
t h e t i s s u e i f a n a l y s i n g b u l k t i s s u e b i o p s i e s . F u r t h e r m o r e , t i s s u e s e c t i o n s a r e i n
p h y s i c a l c o n t a c t w i t h t h e A T R c r y s t a l s u r f a c e a n d c o u l d b e d a m a g e d , t h e r e i s
a l s o t h e l i k e l i h o o d o f c o n t a m i n a t i o n w i t h o t h e r c h e m i c a l s a n d s e c t i o n s a s s e e n
i n F i g u r e s 4 . 2 a n d 4 . 9 . I R m i c r o s p e c t r o s c o p y w a s c h o s e n t o b e t h e b e s t
s a m p l i n g t e c h n i q u e f o r t i s s u e s e c t i o n a n a l y s i s b e c a u s e i n d i v i d u a l t i s s u e
c o m p o n e n t s ( d u c t s , l o b u l e s , c o n n e c t i v e a n d a d i p o s e t i s s u e s ) c o u l d b e l o c a t e d
u s i n g t h e a d j a c e n t s t a i n e d s e c t i o n .
T o s u m m a r i s e , t h e o p t i m a l s a m p l i n g c o n d i t i o n s w e r e f o u n d t o b e - a 5 t o
1 0 ~m c r y o s e c t i o n , m o u n t e d o n a t r a n s f l e c t i v e s l i d e w i t h t h e p r o v i s o t h a t t h e
s a m p l e w a s m e a s u r e d w i t h i n a w e e k o f s a m p l e a c q u i s i t i o n . I n a d d i t i o n , t h e
a d i p o s e c o n t e n t r e m a i n s d u r i n g t h e c r y o s e c t i o n i n g p r o c e s s . H o w e v e r , i f t h e
s a m p l e s a r e r e q u i r e d f o r r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s , a 5 ~m-thick f o r m a l i n - f i x e d
C h a p t e r 0 4 - S a m p l e O p t i m l s a t i o n f o r I n f r a r e d S p e c t r o s c o p y
1 2 1
p a r a f f i n - e m b e d d e d s e c t i o n w i t h p r o p e r d e p a r a f f i n i s a t i o n w a s p r e p a r e d . T h i s
p r e v e n t s t h e t i s s u e u n d e r g o i n g a u t o l y s i s a n d p u t r e f a c t i o n .
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•C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r t s a t l o n a n d D , f f e r e n t , a l i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p v 1 2 4
5 . 1 S P E C T R A L I N T E R P R E T A T I O N O F B R E A S T T I S S U E
B r e a s t t i s s u e i s h e t e r o g e n e o u s a n d c o n t a i n s v a r i o u s t i s s u e c o m p o n e n t s
s u c h a s l o b u l e s , d u c t s , a n d a d i p o s e a n d c o n n e c t i v e t i s s u e s . E a c h t i s s u e t y p e
c o n t a i n s c h a r a c t e r i s t i c c o n c e n t r a t i o n s o f c e l l u l a r a n d e x t r a c e l l u l a r c o m p o n e n t s
c o m p o s e d o f p r o t e i n s ( i n c l u d i n g e x t r a c e l l u l a r s t r u c t u r a l p r o t e i n s , s u c h a s
c o l l a g e n s ) , n u c l e i c a c i d s , l i p i d s , e t c . [ 1 ] . T h e m i d - i n f r a r e d ( M l R ) s p e c t r a l r e g i o n
(400~50 c m -
1
) p r o v i d e s a w e a l t h o f i n f o r m a t i o n a b o u t t h e r e l a t i v e a m o u n t s o f
t h e s e b i o l o g i c a l b u i l d i n g b l o c k s p r e s e n t i n a s a m p l e [ 2 - 2 8 ] .
I n f r a r e d s p e c t r a o f b i o l o g i c a l s a m p l e s c o n t a i n n u m e r o u s o v e r l a p p i n g
b a n d s d u e t o t h e p r e s e n c e o f m a n y b i o c h e m i c a l s w i t h s i m i l a r f u n c t i o n a l i t y [ 2 - 4 ] .
T a b l e 5 . 1 l i s t s t h e c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s ( S i g m a -
A l d r i c h C o . L t d . , U S A ) t h a t w e r e u s e d t o h e l p d e l i n e a t e t h e m a i n f e a t u r e s o f
t i s s u e s p e c t r a .
T a b l e 5 . 1 . B i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s u s e d f o r i d e n t i f i c a t i o n o f b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s .
C a l f t h y m u s D N A
I
S o l i d
I
D N A
M u c i n T y p e I - S f r o m b o v i n e
I
S o l i d
I
P r o t e i n
s u b m a x i l l a r y g l a n d s
B o v i n e a l b u m i n S o l i d P r o t e i n
O l e i c a c i d S o l u t i o n F a t t v a c i d
F i g u r e 5 . 1 p r e s e n t s t h e i n f r a r e d s p e c t r a o f t u m o u r c e l l s f o u n d a r o u n d t h e
d u c t a n d s u r r o u n d e d b y a d i p o s e t i s s u e s o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a ( I D C )
b r e a s t c r y o s e c t i o n t o g e t h e r w i t h t h e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s u s e d i n t h i s
r e s e a r c h . T h e b a n d a s s i g n m e n t s f o r t h e s p e c t r u m o f t h e I D C c r y o s e c t i o n w i l l
b e d i s c u s s e d i n t h r e e r e g i o n s : ( I ) 4 0 0 0 - 3 0 5 0 c m -
1
; ( 1 1 ) 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
; a n d
( I l l ) 180~50 c m -
1
. T h e 2 7 5 0 - 1 8 0 0 c m -
1
r e g i o n c o n t a i n s n o s i g n i f i c a n t
d i a g n o s t i c i n f o r m a t i o n , L e . , b i o m o l e c u l e s d o n o t u s u a l l y a b s o r b i n t h i s r e g i o n .
C h a p t e r 1~ C h a r a c t E ' r s ; ' l t l o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n 0 : B r e a s , s s u e s u S i n g I R S p E ' c t r O S C O D V 1 2 ' 1
T h e m a j o r b a n d s a n d t h e i r a s s i g n m e n t s a r e s u m m a r i s e d i n T a b l e 5 . 2 .
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F i g u r e 5 . 1 . C o m p a r i s o n o f i n f r a r e d s p e c t r a o f : ( A ) a 5 - 1 l m - t h i c k m a l i g n a n t I D C b r e a s t
c r y o s e c t i o n ( a r e a c o n t a i n i n g t u m o u r c e l l s a n d a d i p o s e t i s s u e s ) a n d c o m m e r c i a l l y
a v a i l a b l e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s : ( B ) D N A ; ( C ) m u c i n t y p e I - s g l y c o p r o t e i n ; ( D ) b o v i n e
a l b u m i n p r o t e i n ; a n d ( E ) o l e i c a c i d . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ( A ) t r a n s f i e c t i o n s p e c t r u m
( 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s ) ; a n d ( B - E ) A T R
s p e c t r a ( 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s ) . S p e c i f i c l i n e s h i g h l i g h t t h e
b a n d s f r o m m a j o r b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . S p e c t r a a r e t o s c a l e a n d o f f s e t f o r c l a r i t y .
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Table 5.2. IR band assignments of breast tissue and biological references [1,4-7].
These bands positions are approximate only and may shift ±1 0 cm-' or more.
I v: stretch; El: deformation; as: anti-symmetric; s: symmetric.
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3528 Weakly-bonded residual water Water
v(OH)
3454 v(NH2) Nucleic acid
3330 v(N-H) (amide A) Proteins
3210 Strongly-bonded residual water Water
v(OH)
3075 Overtone of amide 11 (amide B) Proteins
3003 v(CH) Lipid
2961 V.(CH3) Aliphatic
2925 vas(CH2) Aliphatic
2918 va.(CH2) Fatty acids
2898 v(CH) Methine groups
2868 V.(CH3) Aliphatic
2850 Vs(CH2) Fatty acids
1742 v(C=O) of esters Fatty acids
1715 v(C=O) Carbohydrates
1715-1680 v(C=O) Nucleic acids
1700-1635 Amide I (See Table 5.3 for Proteins
complete protein assiQnments
1550-1520 Amide 11 Amino acids
1515 Tvrosine Amino acids
1455 &(C-H) of >CH2 Mainly fatty acids
1400 vs(C=O) of COO- Carbohydrates
1310-1240 Amide III Proteins
1250-1220 vas(pOn Nucleic acids
1160 v(C-C) Lipid, carbohydrates
1200-1000 v(C-O}, v(C-C), &(C-O-H), &(C- Carbohydrates
O-C)
1090-1075 v.(pOn Nucleic acids
-
5.1.1 REGION I: 4000-3050 CM-1 _ OH AND NH STRETCHING VIBRATIONS
The 4000-3050 cm-1 region is comprised of a number of overlapping
bands assigned to the v(OH) mode of water and carbohydrates and the v(NH2)
and v(NH) modes of nucleic acids and proteins, respectively [4-6,8]. The
spectral region of the IDC breast cryosection (Figure 5.1A) has been curve
fitted, using the second-derivative to locate the positions of the bands within the
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T h e b r o a d v ( O H ) a b s o r p t i o n s c e n t r e d a t a p p r o x i m a t e l y 3 5 2 8 a n d
3 2 1 0 c m -
1
a r e d u e t o w e a k l y ( W B W ) a n d s t r o n g l y b o n d e d ( S B W ) r e s i d u a l
2 2 , 2 6 , 2 9 , 3 0 ] . H o w e v e r , b r e a s t b i o p s i e s u s e d i n t h i s r e s e a r c h w e r e s t o r e d i n
s p e c t r a l e f f e c t o f t h e H
2
0 / D
2
0 e x c h a n g e t h a t o c c u r r e d d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g
3 4 0 0 3 3 0 0
W a v e n u m b e r ( c m -
1
)
F i g u r e 5 . 2 . R e g i o n I : 4 0 0 0 - 3 0 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t n u m o f a m a l i g n a n t
I D C b r e a s t c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 1 A ) s h o w i n g t h e o r i g i n a l t r a c e ( r e d ) ; c u r v e - f i t t e d t r a c e
( b l u e ) ; a n d t h e i n d i v i d u a l r e s o l v e d b a n d s w i t h i n t h i s r e g i o n ( g r e e n ) . P r i o r t o i t e r a t i o n ,
t h e p o s i t i o n s o f t h e i n d i v i d u a l b a n d s w e r e l o c a t e d u s i n g t h e S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d -
d e r i v a t i v e m e t h o d .
T o b r i e f l y s u m m a r i s e , D 2 0 w a s o b s e r v e d t o h a v e a n i n t e n s e I R
s p e c t r a l e n v e l o p e , t h e s e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 2 .
C h a p t e r : l ! ; C h a r " c : " n s a l , o n a n ( ! ,),fferenli~I'OI1 o f B r 6 i 1 s 1 ' s s u e s ,s,n~ I R S p c c l r o s c o p v 1 2 7
w a t e r , r e s p e c t i v e l y , i n v o l v e d i n h y d r o g e n b o n d i n g w i t h i n t h e t i s s u e [ 5 , 6 , 9 ] . I n
t h e m a j o r i t y o f p u b l i s h e d r e s e a r c h o f t h i s n a t u r e , s t a n d a r d P B S / H 2 0 h a s b e e n
u s e d t o m a i n t a i n t h e p h y s i o l o g i c a l p H o f t i s s u e s p r i o r t o s e c t i o n i n g [ 1 7 , 1 8 , 2 0 -
w a s d i s c u s s e d i n d e t a i l i n C h a p t e r 4 , s e c t i o n 4 . 2 .
d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g ( b o t h c r y o s e c t i o n i n g a n d F F P E s e c t i o n i n g ) . T h e
P B S I D 2 0 f o r p a r a l l e l s t u d i e s w i t h M R S , w h i c h w e r e w a s h e d w i t h d i s t i l l e d H 2 0
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 2 8
a b s o r p t i o n i n t h e c r y o s e c t i o n s p e c t r u m ( F i g u r e 4 . 2 C ) , w h i c h w a s c e n t r e d a t
2 4 8 2 c m -
1
, a s s i g n e d t o t h e v ( O - D ) m o d e , b u t t h i s b a n d w a s a b s e n t i n t h e F F P E
s e c t i o n s p e c t r u m ( F i g u r e 4 . 2 B ) . A s m a l l s h i f t i n t h e p o s i t i o n o f t h e w a t e r v ( D - H )
b a n d t o a h i g h e r w a v e n u m b e r , f r o m 3 3 2 4 t o 3 3 9 4 c m -
1
, w a s o b s e r v e d i n t h e
c r y o s e c t i o n s p e c t r u m c o m p a r e d t o t h e d e p a r a f f i n i s e d F F P E s p e c t r u m .
T h e r e f o r e , w i t h d i f f e r e n t s e c t i o n i n g u s e d i n t h e a n a l y s i s , a s m a l l w a v e n u m b e r
s h i f t i n t h e p o s i t i o n o f t h e v ( D - H ) b a n d , d u e t o D 2 0 / H 2 0 e x c h a n g e , w o u l d b e
e x p e c t e d . C o n s e q u e n t l y , t h i s s p e c t r a l r e g i o n w a s n o t r o u t i n e l y u s e d i n
m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s f o r t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n o f s i n g l e - p o i n t a n d
i m a g i n g s p e c t r a .
T h e s t r o n g c o n t r i b u t i o n f r o m t h e p r o t e i n v ( N H ) b a n d s a t 3 3 3 0 a n d
3 0 7 5 c m -
1
, a s s i g n e d t o t h e a m i d e A a n d B b a n d s , a r e e v i d e n t i n t h e s p e c t r u m o f
t h e b r e a s t t i s s u e s a m p l e w h e n i t i s c o m p a r e d t o t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m
D N A , g l y c o p r o t e i n a n d b o v i n e a l b u m i n p r o t e i n ( F i g u r e s 5 . 1 A - D ) [ 3 1 ] . T h e
s h o u l d e r c e n t r e d a t 3 4 5 4 c m -
1
i s d u e t o v ( N H
2
) v i b r a t i o n s o f n u c l e i c a c i d s
[ 1 4 , 3 1 ] . T h e a m i d e B ( o v e r t o n e o f a m i d e 1 1 ) b a n d a t 3 0 7 5 c m -
1
i s a b s e n t i n t h e
D N A s p e c t r u m ( F i g u r e 5 . 1 B ) , s i n c e t h e r e i s n o p e p t i d e l i n k a g e .
5 . 1 . 2 R E G I O N 1 1 : 3 0 5 0 - 2 7 5 0 C M -
1
_ C H S T R E T C H I N G V I B R A T I O N S
T h e 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n ( F i g u r e 5 . 3 ) c o n t a i n s b a n d s t h a t a r e
a s s i g n e d t o v a r i o u s C H s y m m e t r i c a n d a n t i - s y m m e t r i c s t r e t c h i n g v i b r a t i o n s [ 3 1 ] .
T h e s e b a n d s o r i g i n a t e f r o m p r o t e i n s , I i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s , h o w e v e r , t h e
m a j o r c o n t r i b u t o r t o t h e i n t e n s i t y o f t h e s e b a n d s a r e t h e I i p i d s ( F i g u r e 5 . 1 E ) .
O t h e r b a n d s t h a t a r e a l s o p r e s e n t i n t h i s r e g i o n a r e a t t r i b u t a b l e t o o t h e r C - H
c o n t a i n i n g b i o m o l e c u l e s a n d c h e m i c a l s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g ( s e e S e c t i o n
4 . 3 ) [ 3 1 ] .
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c o n t e n t ; t h e m a j o r s o u r c e s o f I i p i d s b e i n g a d i p o s e t i s s u e s a n d b i o l o g i c a l
u s e d t o l o c a t e t h e i n t r a - c e l l u l a r a n d e x t r a - c e l l u l a r c o m p o n e n t s p r e s e n t i n
a s s i g n e d t o v a s ( C H
2
) a n d V s ( C H 2 ) m o d e s , r e s p e c t i v e l y [ 4 , 8 , 1 0 ] . T h e b a n d a t
3 0 0 3 c m -
1
i s a s c r i b e d t o t h e v ( C H ) m o d e o f a r o m a t i c r i n g s [ 3 1 ) .
B a s e d o n t h e l i t e r a t u r e , t h e b a n d s a t 2 9 6 1 a n d 2 8 6 8 c m -
1
a r e a s s i g n e d
t o V a s ( C H 3 ) a n d v s ( C H
3
) m o d e s , w h e r e a s t h o s e a t 2 9 2 5 a n d 2 8 5 0 c m -
1
a r e
d i f f e r e n t r e g i o n s o f t h e b r e a s t t i s s u e .
T h e r e l a t i v e i n t e n s i t y a n d l i n e s h a p e o f t h i s s p e c t r a l r e g i o n i s h i g h l y
s a m p l e . T h e v e r y i n t e n s e V a s ( C H 2 ) a n d v . ( C H
2
) b a n d s a t 2 9 2 3 a n d 2 8 5 0 c m - I ,
d e p e n d e n t u p o n t h e a m o u n t o f t h e i n d i v i d u a l t i s s u e c o m p o n e n t s p r e s e n t i n t h e
m e m b r a n e s [ 3 2 , 3 3 ) . I t i s p r o p o s e d t h a t t h e i n t e n s i t i e s o f t h e s e b a n d s c a n b e
r e s p e c t i v e l y , i n t h e I D C s p e c t r u m ( F i g u r e 5 . 1 A ) a r e i n d i c a t i v e o f a h i g h l i p i d
, ,
3 0 0 0 2 9 5 0 2 9 0 0 2 8 5 0
W a v e n u m b e r ( c m - I )
F i g u r e 5 . 3 . R e g i o n 1 1 : 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r u m f r o m a n I O C
b r e a s t c r y o s e c t i o n i n F i g u r e 5 . 1 A s h o w i n g s p e c t r a o f o r i g i n a l t r a c e ( r e d ) ; f i t t e d t r a c e
( b l u e ) ; a n d i n d i v i d u a l r e s o l v e d b a n d s u n d e r t h e f i t t e d t r a c e ( g r e e n ) . T h e p o s i t i o n s o f
i n d i v i d u a l b a n d s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g t h e S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d - d e r i v a t i v e m e t h o d
p r i o r t o i t e r a t i v e f i t t i n g o f t h e o v e r l a p p i n g b a n d s i n t h i s r e g i o n .
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- F I N G E R P R I N T R E G I O N
T h e 1 8 0 0 - 6 5 0 c m -
1
r e g i o n ( F i g u r e 5 . 4 ) i s r e f e r r e d t o a s t h e ' f i n g e r p r i n t '
r e g i o n , a n d c o n t a i n s d i a g n o s t i c i n f r a r e d a b s o r p t i o n s f r o m p r o t e i n s , l i p i d s ,
n u c l e i c a c i d s , c a r b o h y d r a t e s a n d o t h e r b i o m o l e c u l e s [ 8 , 3 1 ] .
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W a v e n u m b e r ( c m -
1
)
F i g u r e 5 . 4 . R e g i o n I l l : 1 8 0 0 - 6 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r u m o f a n I D C b r e a s t
c r y o s e c t i o n i n F i g u r e 5 . 1 A h i g h l i g h t i n g b a n d s d u e t o b i o m o l e c u l e s i n s p e c i f i c c o l o u r s :
l i p i d s ( b l u e ) ; p r o t e i n s ( y e l l o w ) ; a n d n u c l e i c a c i d s ( g r e e n ) [ 3 1 ] .
T h e r e a r e t w o a m i d e b a n d s o f s t r o n g i n t e n s i t y , a n d n u m e r o u s o t h e r
w e a k e r a m i d e b a n d s o b s e r v e d w i t h i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n , a l l o f w h i c h
o r i g i n a t e f r o m p e p t i d e b o n d s ( T a b l e 5 . 3 ) [ 1 2 ] . T h e s t r o n g e r a b s o r p t i o n b a n d s
f o u n d i n t h e I R s p e c t r a o f b i o l o g i c a l s a m p l e s ( F i g u r e 5 . 4 ) a r e : t h e a m i d e I b a n d
( 1 6 9 5 - 1 6 1 0 c m -
1
) , w h i c h a r i s e s p r e d o m i n a t e l y f r o m t h e v ( C = O ) m o d e o f t h e
p e p t i d e b o n d w i t h a s m a l l a m o u n t o f m i x i n g w i t h t h e v ( C N ) a n d & ( N H ) m o d e s ;
a n d t h e a m i d e 1 1 b a n d ( 1 5 7 5 - 1 4 8 0 c m - \ w h i c h i s a s s i g n e d t o a c o m b i n a t i o n o f
v ( C N ) a n d & ( N H ) m o d e s [ 1 2 , 3 1 ] . T h e a m i d e I I I b a n d ( 1 2 2 0 - 1 3 2 0 c m -
1
) a r i s e s
f r o m a c o m b i n a t i o n o f v ( C N ) , & ( N H ) , v ( C = O ) a n d & ( O = C - N ) m o d e s a n d i s
r e l a t i v e l y w e a k e r i n i n t e n s i t y c o m p a r e d w i t h t h e a m i d e I a n d 1 1 b a n d s [ 1 2 , 3 1 ] .
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T h e p o s i t i o n o f t h e a m i d e I b a n d i s s e n s i t i v e t o t h e p r o p o r t i o n s o f d i f f e r e n t
O n g l n a
C o l l a g e n i s t h e m a j o r p r o t e i n c o m p o n e n t f o u n d i n c o n n e c t i v e ( s t r o m a l )
h y d r o x y p r o l i n e r e s i d u e s [ 8 , 3 1 ] . I n f r a r e d b a n d s a s s i g n e d t o c o l l a g e n i n c l u d e t h e
a m i d e I b a n d a t - 1 6 5 0 c m - " a m i d e 1 1 b a n d a t 1 5 5 0 c m -
1
a n d a m i d e I I I b a n d s a t
1 4 5 0 a n d 1 4 0 1 c m -
1
a n d t h e c o l l a g e n c a r b o h y d r a t e r e s i d u e s r e s u l t i n b a n d s a t
1 0 8 0 a n d 1 2 0 4 c m -
1
[ 8 , 3 1 ] . T h e b a n d s a s s i g n e d t o t h e a m i d e I I I v i b r a t i o n s a l s o
1 3 3 7 , 1 2 8 0 , 1 2 3 7 a n d 1 2 0 4 c m -
1
[ 8 , 3 1 ] . T h e I \ ( C H 2 ) a n d I \ ( C H 3 ) b a n d s o c c u r a t
t i s s u e s ; i t c o n t a i n s a p p r o x i m a t e l y 3 3 % g l y c i n e a n d 2 0 - 2 5 % p r o l i n e a n d
c e l l s / t i s s u e s [ 8 , 1 2 , 2 9 ] . C u r v e f i t t i n g o f t h e a m i d e I r e g i o n r e v e a l s n u m e r o u s
a m o u n t o f t h e s e c o m p o n e n t s h a v e b e e n p r e v i o u s l y u s e d t o d e t e r m i n e
p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e s ( e . g . , a - h e l i x , f I - s h e e t a n d r a n d o m c o i l ) p r e s e n t i n
c a n c e r o u s s t a t e s ( T a b l e 5 . 3 ) [ 1 - 3 , 5 , 7 , 9 , 1 4 - 1 9 ] .
i n d i v i d u a l b a n d s t h a t c o n t r i b u t e t o t h i s r e g i o n ( F i g u r e 5 . 5 ) . T h e p o s i t i o n a n d
1 7 0 0 1 6 8 0 1 6 6 0 1 6 4 0 1 6 2 0
W a v e n u m b e r ( c m - ' )
F i g u r e 5 . 5 . C u r v e - f i t t e d a m i d e I b a n d f r o m t h e F T I R s p e c t r u m o f t h e I D C b r e a s t
c r y o s e c t i o n i n F i g u r e 5 . 1 A s h o w i n g t h e m a j o r b a n d s d u e t o t h e v a r i o u s s e c o n d a r y
s t r u c t u r e s i n c l u d i n g w e a k l y - a n d s t r o n g l y - H - b o n d e d l l - s h e e t c o m p o n e n t s a n d t h e a -
h e l i x b a n d . T h e p o s i t i o n s o f i n d i v i d u a l b a n d s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g t h e S a v i t z k y -
G o l a y s e c o n d - d e r i v a t i v e m e t h o d p r i o r t o i t e r a t i v e f i t t i n g o f t h e o v e r l a p p i n g b a n d s .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d DI~ferentlallon o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 3 2
h a v e c o n t r i b u t i o n s f r o m t h e w a g g i n g v i b r a t i o n s o f g l y c i n e b a c k b o n e s a n d
p r o l i n e s i d e - c h a i n s ( 8 ) . T h e a m i d e I f u n c t i o n a l g r o u p m a p s p l o t t e d f r o m F T I R
i m a g i n g a n d S R - F T I R m a p p i n g e x p e r i m e n t s , w h i c h w i l l b e d i s c u s s e d i n d e t a i l
l a t e r i n t h e c h a p t e r , t h e r e f o r e , c o m p r i s e o f b o t h p r o t e i n s f r o m e p i t h e l i a l c e l l s a n d
c o l l a g e n s f r o m s t r o m a l t i s s u e s . I n o r d e r t o d i f f e r e n t i a t e t h e s e t w o c o m p o n e n t s ,
m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , i n c l u d i n g k - m e a n s c l u s t e r i n g a n d f u z z y c - m e a n s
c l u s t e r i n g a n a l y s e s w e r e u s e d a n d r e f e r e n c e d t o t h e h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s .
T a b l e 5 . 3 . P o s i t i o n s o f c h a r a c t e r i s t i c b a n d s f o r a m i d e v i b r a t i o n a l m o d e s a n d
t h e i r a s s o c i a t e d s e c o n d a r y s t r u c t u r e s i n t h e M l R r e g i o n [ 1 2 , 3 1 ) . w : w e a k ; m :
m e d i u m ; a n d s : s t r o n g .
A m - s
- 3 3 0 0
B w
- 3 1 0 0
I s 1 6 6 0 - 1 6 4 5 1 6 8 0 - 1 6 6 5
1 6 7 0 - 1 6 6 0
( w e a k l y H - ( o v e r l a p p e d
b o n d e d )
w i t h w e a k l y
1 6 4 0 - 1 6 2 0 H - b o n d e d ~
( s t r o n g l y H -
s h e e t )
b o n d e d
1 1 s
- 1 5 5 0
I I I m - w
1 3 1 0 - 1 2 6 0 1 2 4 0 - 1 2 2 5 1 1 2 6 0 - 1 2 4 0
I V
w
7 6 5 - 6 2 5
V w
8 0 0 - 6 4 0
V I w 6 0 5 - 5 3 5
V I I w
- 2 0 0
T h e p r o m i n e n t n u c l e i c a c i d s b a n d s ( m a i n l y D N A ) a r e o b s e r v e d a t
1 2 4 0 a n d 1 0 8 0 c m -
1
a n d a r e a t t r i b u t e d t o t h e a n t i - s y m m e t r i c a n d s y m m e t r i c
s t r e t c h i n g m o d e s o f t h e p h o s p h o d i e s t e r b a c k b o n e s , v . s ( p O n a n d v . ( P 0 2 l ,
r e s p e c t i v e l y [ 4 , 1 6 , 2 0 ) . D N A a l s o h a s b a n d s d u e t o C = O a n d a r o m a t i c C = C
s t r e t c h i n g v i b r a t i o n s a t 1 6 8 8 , 1 6 4 3 , 1 6 0 3 a n d 1 5 7 7 c m -
1
a s s h o w n i n F i g u r e
5 . 1 B [ 4 , 1 6 , 2 0 ) .
I n f r a r e d a b s o r p t i o n b a n d s o f l i p i d s f o u n d i n t h i s r e g i o n ( F i g u r e 5 . 4 )
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 3 3
i n c l u d e t h o s e d u e t o : t h e l i p i d - e s t e r v ( C = O ) m o d e a t 1 7 4 2 c m -
1
; t h e c ' \ ( C H 2 )
m o d e s o f l o n g - c h a i n h y d r o c a r b o n s a t 1 4 5 5 c m -
1
; a n d t h e v ( C - e ) m o d e a t
1 1 6 0 c m -
1
[ 2 1 - 2 5 ] . T h e i n t e n s i t y o f t h e v ( C = O ) l i p i d e s t e r b a n d v a r i e s
d e p e n d i n g o n t h e a d i p o s e l e v e l s i n t h e t i s s u e s e c t i o n . I n t h i s w o r k , t h e s p e c t r a
o f b r e a s t c r y o s e c t i o n s ( F F P E s e c t i o n i n g r e m o v e s a d i p o s e c o n t e n t d u r i n g t i s s u e
p r o c e s s i n g ) w i t h h i g h a d i p o s e c o n t e n t w e r e f o u n d t o h a v e a v e r y i n t e n s e l i p i d
e s t e r v ( C = O ) b a n d t o g e t h e r w i t h v e r y i n t e n s e V. . ( C H 2 ) a n d V . ( C H 2 ) b a n d s i n
R e g i o n 1 1 , a n d i s c o n s i s t e n t w i t h t h e f i n d i n g s f r o m l i t e r a t u r e [ 8 , 1 8 , 2 9 , 3 4 - 3 6 ] .
5 . 2 D I F F E R E N T I A T I O N O F B R E A S T L E S I O N S U S I N G S I N G L E - P O I N T
M I C R O S P E C T R O S C O P Y
L o b u l e s , d u c t s , a d i p o s e a n d s t r o m a l t i s s u e s a r e t h e m a j o r c o m p o n e n t s
o f b r e a s t t i s s u e [ 3 2 , 3 3 ] . T h e l o b u l e s a n d d u c t s a r e c o m p r i s e d o f o u t e r
m y o e p i t h e l i a l a n d i n n e r c u b o i d a l e p i t h e l i a l c e l l s t h a t a r e s u r r o u n d e d b y
b a s e m e n t m e m b r a n e s , a n d a r e s u p p o r t e d b y t h e a d i p o s e a n d s t r o m a l t i s s u e s
[ 3 2 , 3 3 ] . F i b r o c y s t i c c h a n g e s a r e t h e m o s t c o m m o n f o r m o f b r e a s t l e s i o n a n d
a r i s e d u e t o t h e f o r m a t i o n o f c y s t s w i t h i n t h e d u c t [ 3 2 , 3 3 ] . N o c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n i s f o u n d i n t h i s c o n d i t i o n a s d e s c r i b e d i n S e c t i o n 3 . 3 . 1 . T u m o u r
c e l l s w i t h i n t h e d u c t s o r l o b u l e s a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e d e v e l o p m e n t o f b r e a s t
c a n c e r . T h e s e p r o l i f e r a t i o n s r e s u l t i n a n i n c r e a s e o f a b n o r m a l n u c l e i / c e l l s ,
w h i c h m a y i n v a d e t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s o f t h e d u c t a l a n d l o b u l a r e p i t h e l i a l
c e l l s . I f n o t d i a g n o s e d e a r l y , t h e t u m o u r c e l l s m a y m e t a s t a s i s e t o o t h e r p a r t ( s )
o f t h e b o d y [ 1 1 , 2 6 - 2 8 ] . I n t h e r e s e a r c h d e s c r i b e d i n C h a p t e r T h r e e , i t h a s b e e n
s h o w n t h a t d i f f e r e n t b r e a s t d i s e a s e s d i s p l a y e d v a r i o u s m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s
t h a t c o u l d b e d i s t i n g u i s h e d i n t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n s u s i n g l i g h t m i c r o s c o p y .
T h e s e m o r p h o l o g i c a l t r a n s f o r m a t i o n s r e s u l t i n e l e v a t e d i n t e n s i t i e s o f n u c l e i c
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 3 4
a c i d a n d p r o t e i n b a n d s a n d a r e a t t r i b u t e d t o t h e t u m o u r c e l l s [ 1 , 7 , 1 4 , 1 8 , 2 9 - 3 1 ] .
T h e l i p i d l e v e l s a r e a l s o e x p e c t e d t o i n c r e a s e d u e t o t h e a d d i t i o n a l c e l l
m e m b r a n e m a t e r i a l [ 1 , 7 , 1 4 , 1 8 , 2 9 - 3 1 ] . T h e r e f o r e , b y c o m p a r i n g t h e i n t e n s i t i e s
o f t h e s e c h a r a c t e r i s t i c I R b a n d s , i t i s p o s s i b l e t o d i f f e r e n t i a t e a n d c h a r a c t e r i s e
b r e a s t l e s i o n s .
R e p r e s e n t a t i v e i n f r a r e d s p e c t r a f r o m : ( A ) a n o r m a l b r e a s t d u c t ; t h r e e
b e n i g n b r e a s t l e s i o n s : ( B ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ; t w o i n - s i t u c a r c i n o m a s : ( E ) d u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u ( D C I S ) ; ( F )
l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u ( L C I S ) ; a n d t w o m a l i g n a n t l e s i o n s : ( G ) i n v a s i v e d u c t a l
c a r c i n o m a ( I D C ) ; a n d ( H ) i n v a s i v e l o b u l a r c a r c i n o m a ( I L C ) , a r e s h o w n i n F i g u r e
5 . 6 . A l l s p e c t r a w e r e a c q u i r e d f r o m t h e d u c t s o r l o b u l e s , w h i c h a r e t h e m a j o r
t i s s u e c o m p o n e n t ( s ) o f e a c h l e s i o n . T h e F T I R m i c r o s c o p e u s e d t o o b t a i n t h e
s p e c t r a i n t h i s r e s e a r c h h a s a k n i f e - e d g e a p e r t u r e w i t h d i m e n s i o n s o f
5 . 0 x 5 . 0 m m
2
, h o w e v e r , t h e s i z e o f t h e m a j o r t i s s u e c o m p o n e n t s r a n g e d f r o m
1 0 0 J . l m ( I o b u l e s ) t o o v e r 1 m m ( d u c t s ) i n d i a m e t e r . A l t h o u g h t h e k n i f e - e d g e
a p e r t u r e c o u l d b e r e d u c e d t o m a s k o n l y t h e s p e c i f i c a r e a s o f i n t e r e s t , t h e
i n h e r e n t c o m p l e x i t y o f t h e s a m p l e l e d t o s i n g l e - p o i n t s p e c t r a c o n t a i n i n g s i g n a l s
o r i g i n a t i n g f r o m m o r e t h a n o n e t i s s u e c o m p o n e n t . F u r t h e r m o r e , a r e d u c t i o n i n
t h e a p e r t u r e s i z e r e s u l t e d i n s p e c t r a w i t h a s i g n i f i c a n t r e d u c t i o n i n t h e S I N r a t i o
a s a c o n s e q u e n c e o f r e d u c e d s i g n a l t h r o u g h p u t [ 2 3 , 3 7 ] .
I t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t s p e c t r a f r o m s a m p l e s p r e p a r e d u s i n g
d i f f e r e n t t i s s u e p r e s e n t a t i o n s , L e . , c r y o s e c t i o n o r f o r m a l i n - f i x e d p a r a f f i n
e m b e d d e d ( F F P E ) s e c t i o n , h a d a d d i t i o n a l s p e c t r a l f e a t u r e s d u e t o t h e
c h e m i c a l s u s e d f o r p r o c e s s i n g ( C h a p t e r 4 , S e c t i o n s 4 . 3 a n d 4 . 4 ) . T h e r e f o r e ,
s p e c t r a l c o m p a r i s o n s w e r e b a s e d o n c r y o s e c t i o n s o f t h e v a r i o u s l e s i o n s . T h e
J S l n C ' 1 , R S o e c l r o s c o o v ' 3 5
o n l y e x c e p t i o n w a s t h e D C I S b i o p s y , w h i c h w a s a c q u i r e d e m b e d d e d i n a
p a r a f f i n b l o c k a n d w a s s u b s e q u e n t l y p r e p a r e d a s a d e p a r a f f i n i s e d F F P E
s e c t i o n .
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R e g i o n I R e g i o n 1 1
R e g i o n I I I
3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0
W a v e n u m b e r ( c m -
1
)
F i g u r e 5 . 6 . R e p r e s e n t a t i v e i n f r a r e d s p e c t r a o f v a r i o u s b r e a s t c o n d i t i o n s : ( A ) n o r m a l
b r e a s t d u c t ; ( 8 ) f i b r o c y s t i c c h a n g e ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E )
O C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) 1 0 C ; a n d ( H ) I L C . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; x 1 5
m a g n i f i c a t i o n , 4 c m -
1
; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . A l l s e c t i o n s p r e s e n t e d h e r e w e r e
c r y o s e c t i o n s e x c e p t O C I S , w h i c h w a s a d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n . S p e c t r a a r e t o
s c a l e a n d o f f s e t f o r c l a r i t y .
•
l.',~pter 0 5 C~aracte"satlol" a n d D ( ' e r e l " l l a t l o n o f B r e < : S I f ' S S l i e s U ' ; I " a I R S
5 . 2 . 1 R E G I O N I : 3 6 0 0 - 3 0 5 0 C M -
1
T h e s a m p l e s w e r e a i r - d r i e d p r i o r t o s p e c t r a l c o l l e c t i o n i n o r d e r t o
m i n i m i s e t h e s t r o n g v ( O H / O D ) a b s o r p t i o n s f r o m t h e s t o r a g e s o l u t i o n s
( P B S / D 2 0 o r f o r m a l i n ) . T h e r e w e r e n o s p e c t r a l i n d i c a t i o n s o f t h e p r e s e n c e o f
D 2 0 i n a n y t i s s u e s p e c t r a i n F i g u r e 5 . 6 , a s w a s d i s c u s s e d i n S e c t i o n 5 . 1 . 1 .
T h e r e w e r e f i v e m a j o r b a n d s o b s e r v e d i n t h i s s p e c t r a l r e g i o n ( F i g u r e 5 . 7 )
a s c r i b e d t o : ( 1 ) v ( O H ) o f w e a k l y h y d r o g e n - b o n d e d r e s i d u a l w a t e r a t - 3 5 5 0 c m -
1
;
( 2 ) v ( N H 2 ) o f n u c l e i c a c i d s a t - 3 5 0 0 c m -
1
; ( 3 ) v ( N H ) o f t h e a m i d e A b a n d a t
- 3 3 0 0 c m -
1
; ( 4 ) v ( O H ) o f s t r o n g l y h y d r o g e n - b o n d e d r e s i d u a l w a t e r a t
- 3 2 0 0 c m -
1
a n d ( 5 ) t h e a m i d e B ( o v e r t o n e o f a m i d e 1 1 ) b a n d a t - 3 0 8 0 c m -
1
[ 6 , 3 4 ] .
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3 7 0 0 3 5 0 0 3 3 0 0 3 1 0 0
W a v e n u m b e r ( c m - ' )
F i g u r e 5 . 7 . E x p a n s i o n o f t h e 3 8 0 0 - 3 0 5 0 c m -
1
r e g i o n f r o m t h e F T l R s p e c t r a o f F i g u r e
5 . 6 : ( A ) n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( B ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . B a n d s a r e a s s i g n e d t o w e a k l y
a n d s t r o n g l y b a n d e d r e s i d u a l w a t e r w i t h i n t h e t i s s u e s , v ( N H
2
) b a n d s f r o m n u c l e i c a c i d s
a n d t h e a m i d e A a n d a m i d e B ( o v e r t o n e o f a m i d e 1 1 ) b a n d s o f p r o t e i n s a n d n u c l e i c
a c i d s .
A s s h o w n i n t h e e x p a n d e d 3 7 0 0 - 3 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n ( F i g u r e 5 . 7 ) ,
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S l O g I R S p e c t r o s c o p y 1 3 7
t h e r e a r e s u b s t a n t i a l d i f f e r e n c e s i n t h e s h a p e s a n d p o s i t i o n s o f t h e v ( N H 2 )
n u c l e i c a c i d a n d a m i d e A b a n d s a t a p p r O X i m a t e l y 3 4 0 0 a n d 3 3 0 0 c m -
i
,
r e s p e c t i v e l y , f o r d i f f e r e n t t i s s u e c o n d i t i o n s ( 9 , 1 4 ) . T h e w a t e r b a n d s o b s e r v e d i n
t h i s r e g i o n a r e d u e t o w e a k a n d s t r o n g h y d r o g e n - b o n d e d r e s i d u a l w a t e r
i n t e r a c t i n g w i t h b i o m o l e c u l e s . T h e i n t e n s i t y o f t h e n u c l e i c a c i d v ( N H 2 ) m o d e i s
s t r o n g e s t i n t h e s p e c t r a o f t h e n o r m a l t i s s u e ( F i g u r e 5 . 7 A ) c o m p a r e d w i t h t h e
s p e c t r a o f t h e o t h e r c o n d i t i o n s . S i m i l a r f e a t u r e s w e r e o b s e r v e d i n F T I R s p e c t r a
f r o m s a m p l e s w i t h f i b r o c y s t i c c h a n g e s ( F i g u r e 5 . 7 B ) a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a s
( F i g u r e 5 . 7 0 ) , w h i l e t h e p o s i t i o n s o f t h e a m i d e A b a n d i n t h e f i b r o a d e n o m a
( F i g u r e 5 . 7 C ) a n d D C I S ( F i g u r e 5 . 7 E ) s p e c t r a w e r e c l e a r l y d i s t i n g u i s h e d f r o m
t h o s e o f o t h e r l e s i o n s i n t e r m s o f s h i f t s t o l o w e r w a v e n u m b e r s . I n o r d e r t o
f u r t h e r i n v e s t i g a t e t h e s e d i f f e r e n c e s , t h e s p e c t r a w e r e S U b j e c t e d t o c u r v e - f i t t i n g
t e c h n i q u e s t o r e s o l v e t h e b a n d s u n d e r t h e b r o a d a b s o r p t i o n s i n t h i s r e g i o n a n d
t h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 8 a n d i n T a b l e 5 . 4 .
H y d r o g e n - b o n d e d w a t e r v ( O H ) b a n d s : T w o b a n d s a r e a s s i g n e d t o t h e
W B W ( 3 6 1 1 - 3 4 7 1 c m - i ) a n d S B W ( 3 2 1 2 - 3 1 7 6 c m - i ) i n t h e b i o m o l e c u l e s .
T i s s u e s w e r e d r i e d p r i o r t o s p e c t r o s c o p i c a n a l y s e s ; t h e r e f o r e , t h e r e w o u l d b e
m i n i m a l c o n t r i b u t i o n f r o m ' f r e e ' w a t e r w i t h i n t h e t h i n s e c t i o n s . T h e W B W
u s u a l l y a t t a c h e s t o t h e s u r f a c e o f b i o m o l e c u l e s a s b r i d g e s b e t w e e n m o l e c u l e s
o r s U b u n i t s , w h e r e a s t h e S B W i s u s u a l l y p r e s e n t w i t h i n b i o m o l e c u l e s b o u n d t o
b i o - m a c r o m o l e c u l e s , n u c l e o t i d e s , c h a r g e d a n d p o l a r g r o u p s [ 1 4 ) .
T h e d e c o n v o l u t e d W B W b a n d w a s p r e s e n t a t 3 6 0 7 ± 4 c m -
i
i n t h e
s p e c t r u m o f t h e n o r m a l t i s s u e , w h e r e a s i t s h i f t e d t o l o w e r w a v e n u m b e r i n t h e
s p e c t r a o f t h e b e n i g n l e s i o n s ( f i b r o c y s t i c c h a n g e s : 3 5 1 9 ± 8 c m - 1 ;
f i b r o a d e n o m a : 3 5 2 8 ± 6 c m - 1 ; a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a 3 5 0 8 ± 2 c m - i ) a n d i n t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s U S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 3 8
s p e c t r a o f t h e i n - s i t u c a r c i n o m a s ( D C I S : 3 5 7 4 ± 4 c m -
1
a n d L C I S : 3 5 4 0 ±
6 c m -
1
) . T h e W B W v ( O H ) b a n d s i n t h e s p e c t r u m o f a n I D C ( F i g u r e 5 . 8 G ) a n d
a n I L C ( F i g u r e 5 . 8 H ) a l s o s h i f t t o l o w e r w a v e n u m b e r s , a t 3 4 7 5 ± 4 c m -
1
a n d
3 5 1 5 ± 7 c m -
1
. T h e p o s i t i o n o f t h e f i b r o a d e n o m a W B W b a n d w a s c o n s i s t e n t
w i t h p r e v i o u s r e s e a r c h ( 3 5 1 9 ± 5 c m - \ w h i l e t h e r e w e r e a p p r o x i m a t e l y 8 0 a n d
2 1 c m -
1
w a v e n u m b e r s h i f t s o b s e r v e d i n t h e n o r m a l a n d c a r c i n o m a t i s s u e s ,
r e s p e c t i v e l y , c o m p a r e d w i t h t h e p r e v i o u s w o r k b y G a o [ 1 4 ] . T h e s p e c t r a
o b t a i n e d f r o m l e s i o n s i n t h i s s t u d y w e r e c o l l e c t e d p r e d o m i n a n t l y f r o m t h e
e p i t h e l i a l c e l l s o f t h e d u c t s a n d t h e l o b u l e s , h o w e v e r , G a o d i d n o t r e p o r t t h e
e x a c t l o c a t i o n s w h e r e t h e I R s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d i n t h e t i s s u e l e s i o n s [ 1 4 ] .
T h e r e f o r e , t h e d i f f e r e n c e i n t h e p o s i t i o n o f t h e W B W b a n d i n s p e c t r a c o l l e c t e d
f r o m n o r m a l a n d c a r c i n o m a s e c t i o n s f o r t h i s r e s e a r c h a n d G a o ' s r e s e a r c h
c a n n o t b e c o m p r e h e n s i v e l y c o m p a r e d .
T h e S B W b a n d i n t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m n o r m a l b r e a s t d u c t s w a s
o b s e r v e d a t 3 1 9 2 ± 2 c m -
1
, a n d t h e i n t e n s i t y o f t h i s b a n d w a s r e l a t i v e l y s t r o n g e r
i n a l l t h e s p e c t r a o f t h e b e n i g n s e c t i o n s . T h e S B W b a n d s i n t h e s p e c t r a
o b t a i n e d f r o m t h e D C I S a n d L C I S b i o p s i e s w e r e f o u n d a t 3 1 7 6 ± 5 c m -
1
a n d
3 2 0 9 ± 1 c m -
1
a n d t h e s e b a n d s i n t h e s p e c t r a f r o m t h e I D C s , a n d I L C s b i o p s i e s
w e r e l o c a t e d a t 3 1 9 6 ± 3 c m -
1
a n d 3 1 9 5 ± 3 c m - 1 , r e s p e c t i v e l y . T h e s e f i n d i n g s
w e r e w i t h i n t h e r a n g e s p U b l i s h e d b y G a o [ 1 4 ] .
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F i g u r e 5 . 8 . C u r v e - f i t t e d F T I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m b r e a s t l e s i o n s ; R e g i o n I o f t h e
s p e c t r u m g i v e n i n F i g u r e 5 . 7 : ( A ) n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( B ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( C )
f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . T h i s
s p e c t r a l r e g i o n c o n t a i n s f i v e m a j o r I R b a n d s d u e t o : ( 1 ) w e a k l y h y d r o g e n - b o n d e d w a t e r
v ( O H ) ; ( 2 ) n u c l e i c a c i d s v ( N H
2
) ; ( 3 ) a m i d e A ; ( 4 ) s t r o n g l y h y d r o g e n - b o n d e d w a t e r
v ( O H ) ; a n d ( 5 ) a m i d e B . O r i g i n a l t r a c e : r e d ; f i t t e d t r a c e : b l u e ; f i t t e d b a n d s : g r e e n
d o t t e d l i n e s ; a n d b a s e l i n e : b r o w n .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e f l s a l t o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 4 0
N u c l e i c a c i d v ( N H z ) b a n d s : T h e p o s i t i o n o f t h e b a n d d u e t o t h e v ( N H 2 )
m o d e o f n u c l e i c a c i d s ( 3 3 4 8 - 3 4 5 9 c m -
1
) h a s b e e n u s e d t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n
t i s s u e c o m p o n e n t s ( e p i t h e l i a l a n d a d i p o s e t i s s u e s ) [ 9 , 1 4 ] . T h e v ( N H 2 ) b a n d f o r
n o r m a l b r e a s t d u c t s w a s f o u n d a t 3 4 5 7 ± 2 c m -
1
, w h e r e a s t h e p o s i t i o n s o f t h e
b a n d s f o r b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d f i b r o a d e n o m a s h i f t e d t o l o w e r
w a v e n u m b e r s , 3 4 2 8 ± 3 c m -
1
a n d 3 4 0 8 ± 4 c m -
1
, r e s p e c t i v e l y . S i m i l a r
o b s e r v a t i o n s w e r e m a d e f r o m t h e F T I R s p e c t r a f r o m t h i n - s e c t i o n s o f D C I S a n d
L C I S b i o p s i e s w i t h t h e p e a k s a t 3 4 1 3 a n d 3 4 1 6 c m - " r e s p e c t i v e l y . T h e v ( N H 2 )
b a n d s i n t h e s p e c t r a f r o m i n t r a d u c t p a p i l l o m a s , a n d I D C a n d I L C l e s i o n s w e r e
o b s e r v e d a t 3 3 8 8 ± 5 c m -
1
, 3 3 5 1 ± 4 c m -
1
, a n d 3 3 8 0 ± 4 c m -
1
, r e s p e c t i v e l y ,
w h i c h a r e a t s i g n i f i c a n t l y l o w e r w a v e n u m b e r s c o m p a r e d t o t h o s e i n t h e F T I R
s p e c t r a f r o m n o r m a l t i s s u e . S m a l l e r b a n d a r e a s w e r e f o u n d i n t h e s p e c t r a f r o m
n o r m a l t i s s u e c o m p a r e d w i t h t h o s e i n t h e s p e c t r a f r o m b e n i g n l e s i o n s , i n - s i t u
c a r c i n o m a s a n d i n v a s i v e c a r c i n o m a s . T h e s e f i n d i n g s o n b a n d p o s i t i o n s w e r e
s l i g h t l y l o w e r i n w a v e n u m b e r s c o m p a r e d w i t h t h o s e o b t a i n e d f r o m p r e v i o u s
r e s e a r c h b y G a o a n d E c k e l ( N o r m a l : 3 4 3 4 ± 5 c m -
1
, f i b r o a d e n o m a :
3 4 4 4 ± 5 c m - " a n d I D C : 3 4 1 9 ± 1 0 c m -
1
) [ 9 , 1 4 ] .
A m i d e A b a n d : T h e p o s i t i o n s o f a m i d e A b a n d s i n t h e F T I R s p e c t r a a r e
s i m i l a r i n n o r m a l , b e n i g n ( f i b r o c y s t i c c h a n g e s , f i b r o a d e n o m a a n d i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ) a n d L C I S s e c t i o n s a t a p p r o x i m a t e l y 3 3 0 4 c m -
1
, w h e r e a s t h e
p o s i t i o n s o f t h e b a n d s a r e s h i f t e d t o l o w e r w a v e n u m b e r s i n t h e s p e c t r a f r o m
D C I S ( 3 2 7 7 ± 4 c m -
1
) , I D C ( 3 2 8 6 ± 3 c m -
1
) a n d I L C ( 3 2 9 5 ± 1 c m -
1
) s e c t i o n s .
T h e s p e c t r a l d a t a f r o m b o t h t h e n o r m a l a n d f i b r o a d e n o m a l e s i o n s a r e
c o n s i s t e n t w i t h t h o s e f o u n d i n p r e v i o u s r e s e a r c h b y G a o a n d E c k e l , w h i l e t h i s
b a n d i n t h e s p e c t r a o f a n I D C l e s i o n w a s o b s e r v e d a t 3 1 9 4 ± 5 c m -
1
i n t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p v 1 4 1
p u b l i s h e d w o r k o f G a o [ 9 , 1 4 ] .
A m i d e B b a n d : T h e l i n e s h a p e s o f t h e a m i d e B b a n d s h o w e d
c o n s i d e r a b l e v a r i a t i o n s i n t h e b r e a s t t i s s u e s e c t i o n s i n b o t h o r i g i n a l a n d c u r v e -
f i t t e d s p e c t r a ( F i g u r e 5 . 8 ) , w h i c h i n d i c a t e d t h a t t h e r e w e r e d i f f e r e n t c o n t r i b u t i o n s
f r o m t h e a m i d e B ( p r o t e i n ) b a n d w i t h i n t h e s p e c i f i c a r e a o f t h e t i s s u e . T h e
p o s i t i o n o f t h e b a n d s w e r e c e n t r e d a t a p p r o x i m a t e l y 3 0 8 0 ± 5 c m -
1
f o r a l l t i s s u e
s e c t i o n s e x c e p t i n t h e s p e c t r u m o f t h e I D C l e s i o n , w h e r e t h e b a n d s h i f t s t o
h i g h e r w a v e n u m b e r s ( 3 0 9 4 ± 4 c m -
1
) .
T a b l e 5 . 4 . C u r v e - f i t t e d s p e c t r a l d i f f e r e n c e s o f r e p r e s e n t a t i v e F T I R s p e c t r a o b t a i n e d
f r o m v a r i o u s b r e a s t l e s i o n s i n R e g i o n I .
3 0 8 2 ± 1
3 0 8 0 ± 4
3 0 8 0 ± 2
3 0 7 6 ± 4
3 1 9 2 ± 2
3 2 0 2 ± 3
3 2 0 1 ± 3
3 2 1 2 ± 2
3 3 0 4 ± 2
3 3 0 5 ± 2
3 3 0 4 ± 2
3 3 0 3 ± 1
3 4 0 8 ± 4
3 3 8 8 ± 5
3 4 2 8 ± 3
3 4 5 7 ± 2
3 5 0 8 ± 2
3 6 0 7 ± 4
3 5 1 9 ± 8
3 5 2 8 ± 6
3 5 7 4 ± 4 3 4 1 3 ± 2 3 2 7 7 ± 4 3 1 7 6 ± 5
3 0 7 9 ± 3
3 5 4 0 ± 6 3 4 1 6 ± 3 3 3 0 5 ± 3
3 2 0 9 ± 1 3 0 7 5 ± 2
3 4 7 5 ± 4 3 3 5 1 ± 4 3 2 8 6 ± 3 3 1 9 6 ± 3
3 0 9 4 ± 3
3 5 1 5 ± 7 3 3 8 0 ± 4 3 2 9 5 ± 1
3 1 9 5 ± 3 3 0 8 0 ± 3
5 . 2 . 2 R E G I O N 1 1 : 3 0 5 0 . 2 7 5 0 C M -
1
T h e s p e c t r a l r e g i o n c o n t a i n i n g t h e b a n d s d u e t o C H s t r e t c h i n g m o d e s
( d e p i c t e d i n F i g u r e 5 . 9 ) , s h o w s s i g n i f i c a n t v a r i a t i o n s i n t h e b a n d i n t e n s i t i e s a n d
p o s i t i o n s a m o n g s t a l l b r e a s t l e s i o n . A s d e s c r i b e d i n S e c t i o n 5 . 1 , t h i s r e g i o n
c o n t a i n s b a n d s d u e t o C - H v i b r a t i o n s , w h i c h o r i g i n a t e f r o m b i o m o l e c u l e s a n d
e x o g e n o u s c h e m i c a l s . T h e n o r m a l t i s s u e s p e c t r u m e x h i b i t e d s t r o n g V ( C H 2 )
b a n d s a n d a w e a k e r a r o m a t i c v ( C H ) b a n d a t 3 0 0 5 c m -
1
, w h i c h a r e i n d i c a t i v e o f
a h i g h a d i p o s e c o n t e n t . T h e s p e c t r u m o b t a i n e d f r o m t h e f i b r o a d e n o m a s a m p l e
c .
n C l ~ S o e C l r O S C O D V ' 4 2
h a d a s t r i k i n g f e a t u r e a t 2 9 6 0 c m -
1
, w h i c h i s a t t r i b u t e d t o t h e v a s ( C H
3
) m o d e o f
l i p i d s ( F i g u r e 5 . 9 C ) , w h i l e a s i m i l a r s h o u l d e r w a s a l s o o b s e r v e d i n t h e I L C
s p e c t r u m ( F i g u r e 5 . 9 H ) , w h i c h a p p e a r e d a s a w e a k s h o u l d e r o n t h e V a s ( C H 2 )
b a n d i n t h e s p e c t r a o f t h e o t h e r l e s i o n s . A s t r o n g v s ( C H
2
) b a n d a t 2 9 8 0 c m -
1
w a s a l s o p r e s e n t i n t h e f i b r o a d e n o m a s p e c t r u m , w h i c h a p p e a r e d a s o n l y a
s h o u l d e r i n t h e o t h e r b r e a s t l e s i o n s p e c t r a . T h e s h i f t o f b o t h V ( C H 2 ) b a n d s
o b s e r v e d i n t h e D C I S s p e c t r u m ( F i g u r e 5 . 9 E ) w a s a t t r i b u t e d t o t h e p r e s e n c e o f
r e s i d u a l p a r a f f i n f o u n d i n t h e d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n ( C h a p t e r 4 , S e c t i o n
4 . 4 ) .
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F i g u r e 5 . 9 . E x p a n d e d 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r a i n F i g u r e
5 . 6 : ( A ) n o r m a l b r e a s t d u c t ; ( B ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ; ( E ) O C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) 1 0 C a n d ( H ) I L C .
T h e r e s u l t s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e h e t e r o g e n e o u s n a t u r e o f b r e a s t
t i s s u e a n d t h e c o n t r i b u t i o n o f t h e r e s i d u a l p a r a f f i n h a v e r e s u l t e d i n o v e r l a p p i n g
b a n d s i n t h e C H s t r e t c h i n g r e g i o n t h a t m a k e s t h i s r e g i o n u n s u i t a b l e f o r r o u t i n e
t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n . S i m i l a r t o R e g i o n I , t h i s s p e c t r a l r e g i o n i s n o t c o m m o n l y
u s e d i n d i a g n o s t i c c l u s t e r a n a l y s i s [ 3 , 9 , 2 1 , 2 6 , 3 8 ] . H o w e v e r , t h e s p e c t r a l
C h a p t e r 0 5 ~ C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 4 3
i n f o r m a t i o n i n t h i s r e g i o n c o u l d b e u s e d t o d e t e r m i n e t h e p e r c e n t a g e o f a d i p o s e
c o m p o s i t i o n w i t h i n t h e s e c t i o n .
5 . 2 . 3 R E G I O N I l l : 1 8 0 0 - 8 0 0 C M -
1
F i g u r e 5 . 1 0 d i s p l a y s t h e b a n d s i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n ( 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
)
o f t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m t h e t i s s u e s e c t i o n s ; t h i s i s t h e s p e c t r a l r e g i o n
t y p i c a l l y u s e d t o d e t e r m i n e d i s e a s e s t a t u s [ 3 , 6 , 7 , 9 , 1 6 , 1 8 , 2 1 , 2 6 , 2 7 , 2 9 , 3 4 , 3 8 - 4 1 J .
T h e b r e a s t t i s s u e s w e r e c l a s s i f i e d b a s e d o n c h a n g e s t o t h e b i o l o g i c a l
c o m p o n e n t s : p r o t e i n s ( i n c l u d i n g c o l l a g e n s ) , l i p i d s , a n d n u c l e i c a c i d s . A n u m b e r
o f a p p r o a c h e s w e r e a p p l i e d f o r d i a g n o s t i c p u r p o s e s i n c l u d i n g : v i s u a l
e x a m i n a t i o n o f t h e s p e c t r a t o d e t e c t t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f d i a g n o s t i c
b a n d s ; t h e e v a l u a t i o n o f t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a a n d s p e c t r a l
c o m p a r i s o n s u s i n g m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ( p r i n c i p a l c o m p o n e n t
a n a l y s i s a n d h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ) .
I n t h i s s p e c t r a l r e g i o n ( F i g u r e 5 . 1 0 ) , a l l t i s s u e s e c t i o n s p r o d u c e d s i m i l a r
s p e c t r a l i n f o r m a t i o n e x c e p t c r y o s e c t i o n s w i t h h i g h a d i p o s e c o n t e n t ( m a j o r
c o m p o n e n t o f f e m a l e b r e a s t ) . T h e s e s a m p l e s e x h i b i t e d b a n d s o f s t r o n g t o
m e d i u m i n t e n s i t y c e n t r e d a t a p p r o x i m a t e l y 1 7 4 5 , 1 4 6 5 a n d 1 1 6 3 c m -
1
a s s i g n e d
t o t h e V ( C = O ) l i p k l - e s t e r , l ) ( C H 2 ) , a n d v ( C O - O - C ) m o d e s o f I i p i d s , r e s p e c t i v e l y
[ 3 1 , 4 2 J O t h e r n o t a b l e d i f f e r e n c e s a m o n g s t t h e s p e c t r a f r o m t h e l e s i o n s w e r e
t h e s t r o n g e r a b s o r p t i o n s o f V a s ( p O n a n d v . ( P O n m o d e s o f n u c l e i c a c i d s a t
a p p r o x i m a t e l y 1 2 8 0 a n d 1 0 9 8 c m -
1
. T h e a m i d e I b a n d s h i f t e d f r o m 1 6 5 8 c m -
1
i n t h e s p e c t r u m f r o m n o r m a l t i s s u e t o 1 6 4 0 c m -
1
i n t h e s p e c t r u m f r o m t h e D C I S
s e c t i o n a n d t h e a m i d e 1 1 b a n d s h i f t e d f r o m 1 5 5 2 c m -
1
( n o r m a l t i s s u e ) t o
1 5 3 6 c m -
1
( D C I S ) . T h e 2 0 a n d 1 6 c m -
1
a m i d e I a n d 1 1 b a n d s h i f t s w e r e d u e t o
t h e p r o t e i n s t r u c t u r a l a l t e r n a t i o n s d u r i n g t h e f o r m a l i n - f i x a t i o n a n d s u b s e q u e n t
s s u e s u s , n o I R S o e c l r o s c o o v 1 4 4
p a r a f f i n - e m b e d d i n g , w h i c h c o r r o b o r a t e d t h e f i n d i n g s i n S e c t i o n 4 . 6 a n d t h o s e
r e p o r t e d b y F a o l a i n a n d P l e s h k o [ 4 3 , 4 4 ] .
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F i g u r e 5 . 1 0 . E x p a n d e d s p e c t r a l f i n g e r p r i n t r e g i o n f r o m t h e F T I R s p e c t r a i n F i g u r e 5 . 6 :
( A ) n o r m a l ; ( B ) f i b r o c y s t i c d i s e a s e ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E )
D C I S ; ( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . S p e c t r a a r e t o s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
A r e a s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s m a r k e d i n : ( y e l l o w ) l i p i d s ; ( b l u e ) p r o t e i n s ; a n d ( o r a n g e )
n u c l e i c a c i d s . T h e g r e y r e g i o n i s u s e d t o c l a s s i f y d i s e a s e s t a t e s u s i n g h i e r a r c h i c a l
c l u s t e r a n a l y s i s .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g t R S p e c t r o s c o p y 1 4 5
V i s u a l e x a m i n a t i o n o f t h e I R s p e c t r a o f b r e a s t l e s i o n s w a s n o t p r a c t i c a l
f o r r e l i a b l e d i a g n o s t i c s , a s t h e s e b a n d s ( p r o t e i n s , l i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s ) w e r e
o v e r l a p p e d w i t h t h o s e f r o m o t h e r b i o c h e m i c a l c o m p o n e n t s , e . g . , t h e p r o t e i n
b a n d s a t t r i b u t e d t o b o t h c o l l a g e n s f r o m s t r o m a a n d e p i t h e l i a l c e l l s . T h e
s e c o n d - d e r i v a t i v e t e c h n i q u e w a s a p p l i e d t o r e s o l v e t h e b r o a d p e a k s u n d e r t h e
o v e r l a p p i n g b a n d s a n d t h e r e s u l t i n g s p e c t r a a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 1 1 . T h e
s e c o n d d e r i v a t i v e s w e r e c o m m o n l y u s e d i n s p e c t r a l p r e - p r o c e s s i n g p r i o r t o
m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , i n c l u d i n g F T I R i m a g i n g [ 3 , 2 6 ] .
T h e r e w e r e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s a m o n g t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a
o b t a i n e d f r o m b r e a s t s e c t i o n s . T h e s p e c t r u m f r o m t h e n o r m a l d u c t f e a t u r e w a s
d o m i n a t e d b y t h e s t r o n g l i p i d v i b r a t i o n s ( y e l l o w ) a t 1 7 4 5 , 1 4 5 5 a n d 1 1 6 3 c m - \
w h i c h a r e a t t r i b u t a b l e t o t h e v ( C = O ) l i p i d - e s t e r , b ( C H
2
) , a n d v ( C Q - Q - C ) m o d e s ,
r e s p e c t i v e l y , w h i c h i s c o n s i s t e n t t o r e s u l t s o b t a i n e d b y F a b i a n e t a l . [ 4 2 J . T h e
a m i d e I a n d 1 1 b a n d s ( b l u e , p r o t e i n ) a l s o e x h i b i t e d a s p e c t r a l v a r i a t i o n f o r a l l
b r e a s t t i s s u e s .
T h e a m i d e I b a n d i n t h e s p e c t r u m f r o m t h e D C I S F F P E s e c t i o n ( F i g u r e
5 . 1 1 E ) a t 1 6 6 0 c m -
1
w a s o f w e a k i n t e n s i t y . I n a d d i t i o n , t w o b a n d s a t 1 6 4 5 a n d
1 6 3 0 c m -
1
a r e i n d i c a t i v e o f a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e , w h i c h i s l i k e l y t o h a v e
r e s u l t e d f r o m p r o t e i n c r o s s - l i n k i n g d u r i n g f o r m a l i n f i x a t i o n . T h e r e l a t i v e
i n t e n s i t i e s o f t h e n u c l e i c a c i d V e s ( P 0 2 - ) a n d v . ( P 0 2 1 b a n d s a t - 1 2 4 0 a n d
1 0 8 0 c m -
1
w e r e s t r o n g e r i n s p e c t r a o f t h e b e n i g n t u m o u r a n d m a l i g n a n t t i s s u e s
c o m p a r e d t o t h o s e i n n o r m a l t i s s u e . E x a m i n a t i o n o f t h e 1 0 7 6 - 1 0 3 8 c m -
1
r e g i o n
( g r e y ) r e v e a l e d s p e c t r a l d i f f e r e n c e s a t t r i b u t e d t o v a r i a b l e g l y c o p r o t e i n m u c i n
c o n t e n t [ 2 1 J .
T o c o n c l u d e , p r e - p r o c e s s i n g o f t h e o r i g i n a l d a t a i s r e q u i r e d t o d e t e r m i n e
' 4 6
m o r e a c c u r a t e i n f o r m a t i o n . A c o m b i n a t i o n o f s e c o n d - d e r i v a t i v e a n d c u r v e -
f i t t i n g p r o c e d u r e s c a n b e u s e d t o r e v e a l s u b t l e v a r i a t i o n s i n b a n d p o s i t i o n s ,
w h i c h c o u l d n o t b e d e t e c t e d b y v i s u a l e x a m i n a t i o n o f t h e o r i g i n a l d a t a .
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W a v e n u m b e r ( c m - )
F i g u r e 5 . 1 1 . S e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a c o n t a i n e d w i t h i n F i g u r e 5 . 1 0 : ( A )
n o r m a l ; ( B ) f i b r o c y s t i c d i s e a s e ; ( C ) f i b r o a d e n o m a ; ( D ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( E ) D C I S ;
( F ) L C I S ; ( G ) I D C ; a n d ( H ) I L C . S p e c t r a a r e t o s c a l e a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y . A r e a s o f
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s m a r k e d i n : ( y e l l o w ) I i p i d s ; ( b l u e ) p r o t e i n s ; a n d ( o r a n g e ) n u c l e i c
a c i d s . T h e g r e y r e g i o n i s u s e d t o c l a s s i f y d i s e a s e s t a t e s u s i n g h i e r a r c h i c a l c l u s t e r
a n a l y s i s .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 4 7
5 . 2 . 4 M U L T I V A R I A T E S T A T I S T I C A L A N A L V S I S O F B R E A S T T I S S U E S ( S I N G L E -
P O I N T S P E C T R O S C O P V )
O n e o f t h e c h a l l e n g e s f o r t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n u s i n g s i n g l e - p o i n t i n f r a r e d
m i c r o s p e c t r o s c o p y i s t h e s p e c t r a l s i m i l a r i t y a p p a r e n t i n a l l b i o l o g i c a l s a m p l e s ,
w h i c h m a k e s i t d i f f i c u l t t o d e t e r m i n e t h e d i s e a s e c o n d i t i o n f r o m v i s u a l
e x a m i n a t i o n o f s p e c t r a [ 9 , 1 4 , 1 5 , 4 2 , 4 5 ] . T h e v a r i a t i o n s i n b a n d p o s i t i o n s ,
l i n e s h a p e s a n d a r e a s o b s e r v e d i n t h e s p e c t r a f r o m b r e a s t l e s i o n s a n a l y s e d i n
t h i s p r o j e c t w e r e d e l i n e a t e d u s i n g a c o m b i n a t i o n o f s e c o n d - d e r i v a t i v e a n d c u r v e
f i t t i n g p r o c e d u r e s t o r e s o l v e s p e c t r a l a r e a s o f i n t e r e s t a n d t o r e v e a l d i f f e r e n c e s
t h a t c o u l d b e a p p l i e d t o d i a g n o s t i c t e s t s . P r e v i o u s r e s e a r c h h a s c o m p a r e d t h e
a r e a s o f d i a g n o s t i c s b a n d s f r o m b i o m o l e c u l e s i n o r d e r t o d i s t i n g u i s h n o r m a l
f r o m b e n i g n l e s i o n s [ 5 , 7 , 9 , 1 4 , 1 5 , 1 7 ) . H o w e v e r , t h i s t e c h n i q u e i s t i m e -
c o n s u m i n g a n d i s n o t f e a s i b l e f o r l a r g e - t h r o u g h p u t d i a g n o s t i c s . A n a t t r a c t i v e
a l t e r n a t i v e i s m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s ( M S A ) , w h i c h w e r e u s e d i n t h i s
p r o j e c t t o e s t a b l i s h i f s u b t l e v a r i a t i o n s e x i s t i n s p e c t r a f r o m d i f f e r e n t b r e a s t
l e s i o n s . T h e a d v a n t a g e o f u s i n g M S A i s i t s a b i l i t y t o a p p l y l a r g e - t h r o u g h p u t
s p e c t r a l a n a l y s i s o n d e f i n e d r e g i o n s o f i n t e r e s t ( s i n g l e - p o i n t s p e c t r o s c o p y , F P A -
F T I R i m a g i n g a n d S R - F T I R m a p p i n g ) , w h i c h c a n d i f f e r e n t i a t e t i s s u e s b a s e d o n
t h e s p e c t r a l c h a r a c t e r i s t i c s o f e a c h c o n d i t i o n [ 4 0 , 4 6 , 4 7 ] .
T w o m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l t e c h n i q u e s w e r e u s e d f o r a n a l y s e s o f s i n g l e -
p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p i c d a t a , n a m e l y p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s a n d
h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s . N o t a l l s a m p l e s p e c t r a c o l l e c t e d o v e r t h e d u r a t i o n
o f t h i s s t u d y w e r e u s e d f o r t h e P C A a n d H C A a n a l y s e s , a s i n i t i a l
e x p e r i m e n t a t i o n i n v o l v e d o p t i m i s a t i o n o f t h e e x p e r i m e n t a l p r o t o c o l s u s i n g a
v a r i e t y o f s e c t i o n i n g t e c h n i q u e s a n d m o u n t i n g m a t e r i a l s ( s e c t i o n s 4 . 6 a n d 4 . 7 ) .
T h e r e f o r e , o n l y t h e s p e c t r a c o l l e c t e d u s i n g t h e s a m e s e c t i o n i n g c o n d i t i o n s , L e . ,
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 4 8
c r y o s e c t i o n i n g o r F F P E s e c t i o n i n g , w e r e a n a l y s e d t o g e t h e r . I t w a s a l s o
e s s e n t i a l t o e v a l u a t e a s m a l l d a t a s e t w i t h k n o w n h i s t o p a t h o l o g i c a l o u t c o m e s
u s i n g t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n o r s p e c i f i c p e a k r e g i o n s i n a n y M S A t o u n d e r s t a n d
w h e r e t h e m a j o r s p e c t r a l v a r i a t i o n ( s ) o c c u r r e d a m o n g s t t h e s a m p l e s p e c t r a ,
p r i o r t o e x a m i n a t i o n o f a l a r g e d a t a s e t c o n t a i n i n g v a r i o u s d i s e a s e c o n d i t i o n s ,
5 . 2 . 4 . 1 P R I N C I P A L C O M P O N E N T A N A L Y S I S
P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s e s w e r e a p p l i e d t o a l l o f t h e I R s p e c t r a
c o l l e c t e d f r o m b r e a s t t i s s u e s t h a t h a d b e e n s u b j e c t e d t o t h e s a m e s a m p l i n g
p r e p a r a t i o n a n d p r e s e n t a t i o n t e c h n i q u e s ( s e c t i o n i n g a n d s a m p l e m o u n t i n g ) .
T h e a n a l y s i s a i m e d t o m o d e l t h e d a t a w i t h t h e l e a s t n u m b e r o f p r i n c i p a l
c o m p o n e n t s . F o r e x a m p l e , i f t h e a d i p o s e a n d e p i t h e l i a l t i s s u e s w e r e c o m p a r e d ,
b y e x a m i n i n g t h e l i p i d a n d n u c l e i c a c i d I R b a n d s i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n , t h e
f i r s t t w o p r i n c i p a l c o m p o n e n t s ( P C ) s h o u l d r e p r e s e n t t h e m a j o r v a r i a n c e b y
s e p a r a t i n g t h e a d i p o s e a n d e p i t h e l i a l t i s s u e s i n t o t w o d i s t i n g U i s h a b l e l o c a t i o n s
o n t h e P C 2 v s . P C 1 s c o r e s p l o t .
F i g u r e 5 . 1 2 p r e s e n t s t h e P C 2 v s . P C 1 s c o r e s p l o t f r o m a d a t a s e t
c o n t a i n i n g s i x b r e a s t l e s i o n s i n c l u d i n g t h r e e b e n i g n ( a f i b r o c y s t i c c h a n g e , a
f i b r o a d e n o m a , a n d a n i n t r a d u c t p a p i l l o m a ) a n d t h r e e m a l i g n a n t ( I D C ) l e s i o n s
o v e r t h e 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n c o n t a i n i n g d i a g n o s t i c b a n d s o f
p r o t e i n s , n u c l e i c a c i d s , a d i p o s e a n d s t r o m a l t i s s u e s . T h e s e s a m p l e s w e r e
c r y o s e c t i o n e d t o a t h i c k n e s s o f 5 l l m a n d t h e s e c t i o n s w e r e m o u n t e d o n C a F 2
w i n d o w s . P r e v i o u s l y , P C A u s i n g t h i s s p e c t r a l r e g i o n w a s u s e d t o d i s t i n g u i s h
b e t w e e n n o r m a l a n d d i f f e r e n t b e n i g n a n d m a l i g n a n t t u m o u r t y p e s [ 3 , 2 1 , 2 6 , 4 2 J .
P C 1 d e s c r i b e s t h e m a j o r d i f f e r e n c e s ( 9 4 % o f t o t a l v a r i a n c e ) b e t w e e n t h e
s p e c t r a o f t h e b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d o t h e r l e s i o n s , w h i l e P C 2 ( 5 . 5 % )
4 9
d e s c r i b e s t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e b e n i g n f i b r o a d e n o m a , i n t r a d u c t
p a p i l l o m a a n d t h e I D C l e s i o n s . F r o m t h i s s m a l l t e s t d a t a s e t , P C A h a s p r o v i d e d
i n d i c a t i o n s t h a t i t w i l l b e a b l e t o s e p a r a t e d i f f e r e n t g r o u p s o f l e s i o n s o n a l a r g e r
d a t a s e t b a s e d o n t h e F T I R s p e c t r a i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n ( 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
)
s i n c e t h e f i r s t t w o P C s h a v e o v e r 9 9 . 5 % o f t o t a l v a r i a n c e . H o w e v e r , b o t h
f i b r o a d e n o m a a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a s p e c t r a w e r e u n a b l e t o b e s e p a r a t e d ,
w h i c h m a y b e d u e t o t h e s i m i l a r i t y o f t h e e p i t h e l i a l c e l l u l a r f e a t u r e s ( n o n -
c a n c e r o u s ) f r o m t h e s a m p l e s t h a t w e r e e x a m i n e d .
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F i g u r e 5 . 1 2 . S c o r e s p l o t s f o r P C 2 v s . P C 1 o b t a i n e d f r o m a t r a i n i n g d a t a s e t t h a t
c o n t a i n e d s p e c t r a f r o m t h r e e b e n i g n a n d t h r e e m a l i g n a n t l e s i o n s i n t h e s p e c t r a l r e g i o n
o f 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 - f m - t h i c k c r y o s e c t i o n s m o u n t e d o n
C a F
2
w i n d o w s , t r a n s m i s s i o n ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . E a c h p o i n t
r e p r e s e n t s a n I R s p e c t r u m c o l l e c t e d f r o m t h e t i s s u e s u r r o u n d i n g t h e d u c t .
A s m e n t i o n e d i n S e c t i o n s 5 . 2 . 1 a n d 5 . 2 . 2 , s p e c t r a l r e g i o n s I a n d 1 1
c o n t a i n e d b a n d s t h a t a r e n o t c o m m o n l y u s e d f o r r o u t i n e d i a g n o s t i c s a m o n g s t
c a n c e r o u s s t u d i e s [ 3 , 2 1 , 2 6 , 4 2 ] . C o n s e q u e n t l y , t h e e n t i r e m i d - i n f r a r e d s p e c t r u m
i s n o t c o m m o n l y u s e d i n M S A i n t h i s r e s e a r c h . I n a d d i t i o n , t i s s u e s u s e d i n t h i s
d a t a s e t w e r e d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e s t h a t
5 e
w o u l d p r e s u m a b l y b e a f f e c t e d b y t h e r e s i d u a l p a r a f f i n a n d a n o m a l o u s
d i s p e r s i o n a r t e f a c t s ( S e c t i o n 4 . 8 ) . A s a r e s u l t , m o s t o f t h i s r e s e a r c h a n d o t h e r
p u b l i s h e d r e s e a r c h u s e t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n f o r M S A i n c l u d i n g P C A a n d H C A
[ 3 , 2 1 , 2 6 , 4 2 ) .
A l a r g e r s a m p l e s i z e o f F F P E b r e a s t s e c t i o n s ( 5 2 s a m p l e s ) , w h i c h
c o n s i s t e d o f 1 5 f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; t h r e e f i b r o a d e n o m a s ; t w o i n t r a d u c t
p a p i l l o m a s ; f i v e D C I S ; t w o L C I S ; 1 5 I D C a n d 1 0 I L C , w a s a n a l y s e d u s i n g P C A
o v e r t h e 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n . T h e P C A r e s u l t s u s i n g t h e r a w d a t a
a n d t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e s e s p e c t r a a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 . 1 3 a n d
5 . 1 4 , r e s p e c t i v e l y .
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F i g u r e 5 . 1 3 . S c o r e s p l o t ( P C 2 v s . P C 1 ) f o r t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f F T I R s p e c t r a t h a t
s h o w a s e p a r a t i o n o f t h e m a j o r d i s e a s e c o n d i t i o n s b y t h e u s e o f t h e i n f o r m a t i o n i n t h e
1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n . S a m p l e s w e r e 5 - I ! m - t h i c k m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e
s l i d e s : 1 5 f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; 3 f i b r o a d e n o m a ; 2 i n t r a d u c t p a p i l l o m a s ; 5 D C I S ; 2 L C I S ;
1 5 I D C ; a n d 1 0 I L C . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : t r a n s f l e c t i o n m o d e ; 5 1 2 s c a n s ; 4 c m - ' ;
x 1 5 m a g n i f i c a t i o n . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s a n a v e r a g e o f t r i p l i c a t e m e a s u r i n g i n t h e
m a j o r p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s u s i n g t h e a d j a c e n t H & E s e c t i o n . M o r e t h a n o n e s e c t i o n
f r o m e a c h s a m p l e w e r e m e a s u r e d .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 1
A s w a s t h e c a s e i n F i g u r e 5 . 1 2 , P C 1 i n F i g u r e 5 . 1 3 a c c o u n t s f o r 9 9 % o f
t o t a l s p e c t r a l v a r i a n c e , w h i c h c l e a r l y d i s t i n g u i s h e s t h e I R s p e c t r a f r o m s a m p l e s
t h a t c o n t a i n f i b r o c y s t i c c h a n g e s f r o m t h o s e o b t a i n e d f r o m o t h e r b r e a s t l e s i o n s .
P C 2 a c c o u n t s f o r t h e r e m a i n i n g 1 % o f t h e t o t a l s p e c t r a l v a r i a n c e , w h i c h
s e p a r a t e s t h e s p e c t r a f r o m b e n i g n ( f i b r o a d e n o m a a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a )
s e c t i o n s a n d i n - s i t u c a r c i n o m a s ( m a i n l y D C I S ) f r o m t h e m a l i g n a n t I D C a n d I L C
l e s i o n s . T h e s p e c t r a f r o m L C I S l e s i o n s w e r e c l a s s i f i e d a s b e i n g i n t e r m e d i a t e
b e t w e e n t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m b e n i g n a n d m a l i g n a n t l e s i o n s , a s e x p e c t e d
f r o m t h e p r o g r e s s i o n o f t h e d i s e a s e . A l t h o u g h l e s i o n s i n v o l v i n g f i b r o c y s t i c
c h a n g e s a r e s o m e t i m e s c l a s s i f i e d a s b e n i g n , t h e m o r p h o l o g i c a l m a n i f e s t a t i o n i s
e n l a r g e m e n t o f t h e b r e a s t d u c t w i t h o u t a n y a l t e r n a t i o n s i n c e l l u l a r c o m p o s i t i o n s
[ 4 8 ] . I n c o n t r a s t , b o t h f i b r o a d e n o m a a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a i n v o l v e e p i t h e l i a l
p r o l i f e r a t i o n a n d , t h e r e f o r e , t h e s p e c t r a w e r e c l u s t e r e d w i t h o t h e r d i s e a s e d
l e s i o n s . T h e d i f f e r e n c e b e t w e e n D C I S a n d L C I S l e s i o n s i s t h a t t h e l a t t e r a r e
r a r e a n d o f t e n c o - e x i s t w i t h a I L C l e s i o n , w h i c h m a k e s L C I S o c c u l t t o
h i s t o p a t h o l o g y [ 4 9 ] . T h e r e w e r e t w o s a m p l e s d i a g n o s e d b y h i s t o p a t h o l o g y a s
m a l i g n a n t I D C l e s i o n s w e r e c l a s s i f i e d b y I R / P C A a s D C I S . T h i s c o u l d b e d u e t o
t h e c o - e x i s t e n c e o f b o t h D C I S a n d I D C f e a t u r e s o n t h e s a m e m a l i g n a n t I D C
l e s i o n s . T h e s e t w o I D C s p e c t r a w e r e m e a s u r e d a t t h e r e g i o n s a s s o c i a t e d w i t h
D C I S , w h i c h c l u s t e r e d w i t h t h e D C I S g r o u p .
T h e P C a n a l y s i s u s i n g t h e r a w d a t a c o u l d n o t d i s t i n g u i s h b e t w e e n t h e
I D C a n d t h e I L C l e s i o n s , b u t a P C A s c o r e s p l o t b a s e d o n t h e s e c o n d -
d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a ( F i g u r e 5 . 1 4 ) s e p a r a t e d t h e b e n i g n l e s i o n s f r o m t h e
i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d i n v a s i v e c a r c i n o m a s i n t h e P C 1 d i r e c t i o n ( 7 4 % o f t o t a l
s p e c t r a l v a r i a n c e ) . T h e s e c o n d d e r i v a t i v e s o f t h e s e s p e c t r a s e p a r a t e d t h e I D C
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 2
a n d D C I S s e c t i o n s f r o m t h e ( L C a n d L C I S i n t h e P C 2 d i r e c t i o n ( 1 4 % ) . T h e
D C I S s p e c t r a w e r e c l o s e l y r e l a t e d t o t h e I D C s p e c t r a , w h e r e a s t h e r e w a s a
c l e a r d i f f e r e n c e s e p a r a t i n g t h e I L C a n d L C I S s p e c t r a , w h i c h w a s n o t p r e v i o u s l y
r e p o r t e d .
A s a r e s u l t , t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e P C A s c o r e s p l o t u s i n g t h e
f i n g e r p r i n t r e g i o n d i f f e r e n t i a t e d b e n i g n l e s i o n s a n d c a r c i n o m a s ( b o t h i n - s i t u
c a r c i n o m a s a n d i n v a s i v e c a r c i n o m a s ) w i t h h i g h s e n s i t i v i t y ( 1 0 0 % ) . T w o I D C
l e s i o n s w e r e g r o u p e d t o g e t h e r w i t h t h e D C I S l e s i o n s , w h i c h w e r e c o n s i s t e n t
w i t h t h e P C A r e s u l t p r e v i o u s l y s h o w n ( F i g u r e 5 . 1 3 ) . T h e s u b t l e s p e c t r a l
v a r i a t i o n s i d e n t i f i e d b y u s i n g t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e P C A o v e r t h e f i n g e r p r i n t
r e g i o n c o u l d i m p r o v e t h e c u r r e n t h i s t o p a t h o l o g i c a l d i a g n o s i s f o r t h e r a r e L C I S
c o n d i t i o n [ 4 9 ) .
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F i g u r e 5 . 1 4 . S c o r e s p l o t ( P C 2 v s . P C 1 ) f o r t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f F T I R s p e c t r a t h a t
s h o w a s e p a r a t i o n o f t h e m a j o r d i s e a s e c o n d i t i o n s b y t h e u s e o f t h e i n f o r m a t i o n f r o m
t h e 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , d i s p l a y e d a s n i n e - p o i n t S a v i t z k y - G o l a y s e c o n d -
d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a c o n t a i n e d w i t h i n F i g u r e 5 . 1 3 .
5 . 2 . 4 . 2 H I E R A R C H I C A L C L U S T E R A N A L Y S I S
A s w i t h p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s , i t i s i m p o r t a n t t o b e g i n t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 3
h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( H C A ) w i t h a s m a l l s p e c t r a l d a t a s e t c o n t a i n i n g
k n o w n s a m p l e s , a n d t o u n d e r s t a n d t h e f u n d a m e n t a l c h a n g e s o f t h e ' s i g n a t u r e '
p e a k s i n t h e s p e c t r a p r i o r t o i n t e r p r e t a t i o n o f a n y l a r g e H C A d a t a s e t . A H C A
( F i g u r e 5 . 1 5 ) w a s p e r f o r m e d o n a d a t a s e t c o n s i s t i n g o f s p e c t r a f r o m t e n 5 - J l m -
t h i c k b e n i g n c r y o s e c t i o n s m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e s , i n c l u d i n g t w o
f i b r o c y s t i c c h a n g e s ( A ) , o n e f i b r o a d e n o m a ( B ) , o n e i n t r a d u c t p a p i l l o m a ( C ) , a n d
f o u r I D C b r e a s t l e s i o n s ( D ) . T w o s a m p l e s ( X a n d Y ) w i t h o u t p r i o r k n o w l e d g e o f
d i s e a s e s t a t e s w e r e a l s o c l a s s i f i e d b y H C A .
T h e a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d b y c o m p a r i n g t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e
s p e c t r a u s i n g W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m i n t h e 1 7 2 0 - 1 4 8 7 c m -
1
r e g i o n ,
s p e c i f i c a l l y t o e x a m i n e t h e s p e c t r a l v a r i a t i o n s i n t h e a m i d e I a n d 1 1 b a n d s . T h e
a m i d e I b a n d i s s e n s i t i v e t o c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s i n p r o t e i n s e c o n d a r y
s t r u c t u r e s a n d m a y b e u s e d t o d i f f e r e n t i a t e b r e a s t c o n d i t i o n s [ 3 ] . I n f r a r e d
s p e c t r a o f a l l l e s i o n s w e r e c o l l e c t e d f r o m s a m p l e s t h a t w e r e c r y o s e c t i o n e d ,
m o u n t e d o n C a F 2 w i n d o w s a n d w e r e m e a s u r e d a t t h e c h a r a c t e r i s t i c a r e a o f
e a c h d i s e a s e t y p e .
T h e r e a r e t w o b r o a d c l a s s i f i c a t i o n g r o u p s o b t a i n e d f r o m t h i s d a t a s e t :
f i b r o c y s t i c c h a n g e s ( A ) a n d a g r o u p i n c l u d i n g f i b r o a d e n o m a ( B ) a n d i n t r a d u c t
p a p i l l o m a ( C ) a n d I D C ( D ) . T h e H C A r e s u l t ( F i g u r e 5 . 1 5 ) c o r r e l a t e d w i t h t h e
P C 1 r e s u l t s , w h e r e s p e c t r a l d i f f e r e n c e s s e p a r a t e d s p e c t r a o b t a i n e d f r o m
t i s s u e s w i t h f i b r o c y s t i c c h a n g e s f r o m t h o s e f r o m f i b r o a d e n o m a s a n d i n t r a d u c t
p a p i l l o m a s . H o w e v e r , e x a m i n a t i o n o f t h e s u b - g r o u p s r e v e a l e d t h a t o n e
f i b r o a d e n o m a ( B ) s a m p l e c l u s t e r e d w i t h o n e I D C l e s i o n , w h i l e a n i n t r a d u c t
p a p i l l o m a s p e c t r u m c l u s t e r e d w i t h t h e r e m a i n i n g I D C s a m p l e s . T h i s m a y b e
d u e t o t h e s m a l l d a t a s e t u s e d i n t h i s p r e l i m i n a r y t e s t . T h e H C A c l u s t e r e d t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 4
s p e c t r a o f t h e t w o u n k n o w n s a m p l e s w i t h t h o s e f r o m t i s s u e s e x h i b i t i n g
f i b r o c y s t i c c h a n g e s . T h e s e u n k n o w n b r e a s t t i s s u e s e c t i o n s w e r e s u b j e c t e d t o
h i s t o p a t h o l o g y a f t e r t h e i r s p e c t r o s c o p i c a n a l y s e s a n d w e r e b o t h d i a g n o s e d a s
h a v i n g f i b r o c y s t i c c h a n g e s . A l t h o u g h t h e d a t a s e t f o r t h i s i n i t i a l t e s t w a s s m a l l
a n d n o t a l l s u b g r o u p s c l u s t e r e d c o r r e c t l y , H C A s u c c e s s f u l l y i d e n t i f i e d t h e t w o
u n k n o w n s a m p l e s a s b e l o n g i n g t o f i b r o c y s t i c c h a n g e s . T h e s e r e s u l t s w e r e
c o n f i r m e d b y h i s t o p a t h o l o g y w i t h 1 0 0 % a c c u r a c y .
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F i g u r e 5 . 1 5 . H C A c l a s s i f i c a t i o n o f v a r i o u s b e n i g n b r e a s t c r y o s e c t i o n s u s i n g s e c o n d -
d e r i v a t i v e d a t a p r e p r o c e s s i n g , a n d W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m ( 1 7 2 0 - 1 4 8 7 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n ) . A - B e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s ( 2 ) ; B - f i b r o a d e n o m a ( 1 ) ; C -
i n t r a d u c t p a p i l l o m a ( 1 ) ; D - i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a ( 4 ) ; X a n d Y - s a m p l e s n o t
p r e v i o u s l y d i a g n o s e d . N u m b e r s o f s a m p l e s a r e m a r k e d i n b r a c k e t s .
A l a r g e - s a m p l e H C A w a s p e r f o r m e d f r o m t h e s a m e d a t a s e t u s e d t o
p r o d u c e t h e r e s u l t s i n F i g u r e 5 . 1 4 : 1 5 f i b r o c y s t i c c h a n g e s , t h r e e f i b r o a d e n o m a ,
t w o i n t r a d u c t p a p i l l o m a , f i v e D C I S , t w o L C I S , 1 5 I D C , t e n I L C , a n d t w o
u n k n o w n s a m p l e s ( X a n d V ) . A s d i s c u s s e d i n S e c t i o n 5 . 2 , s p e c t r a l v a r i a t i o n s
w e r e o b s e r v e d , p a r t i c u l a r l y i n R e g i o n I l l , i n a l l F T I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m
d i f f e r e n t b r e a s t l e s i o n s , a l t h o u g h t h i s s p e c t r a l r e g i o n i s n o t c o m m o n l y u s e d f o r
s p e c t r o s c o p i c t i s s u e d i f f e r e n t i a t i o n . H o w e v e r , i t c o u l d p r o v i d e a d d i t i o n a l
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 5
i n f o r m a t i o n t o i m p r o v e t h e d i s e a s e c l a s s i f i c a t i o n .
T h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m t h i s l a r g e s a m p l e
d a t a s e t w e r e v e c t o r - n o r m a l i s e d a n d W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m w a s a p p l i e d t o
t h e f o l l o w i n g r e g i o n s : 3 7 0 5 - 3 0 0 1 c m - 1 , 1 7 1 6 - 1 5 8 5 c m - 1 , a n d 1 1 4 0 - 1 0 3 8 c m -
1
.
T h e r e g i o n u n d e r a n a l y s i s i n c l u d e d i n f o r m a t i o n a b o u t t h e h y d r o g e n - b o n d i n g o f
r e s i d u a l w a t e r i n t h e t i s s u e s , v ( N H ) o f p r o t e i n s a n d v ( N H 2 ) o f n u c l e i c a c i d s , t h e
p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e s ( a m i d e I ) a n d t h e V . ( P 0 2 } o f n u c l e i c a c i d s , w h i c h
w a s f o u n d t o p r o d u c e b e t t e r c l a s s i f i c a t i o n u s i n g a w i d e r s p e c t r a l r a n g e [ 1 0 , 4 2 ] .
F i g u r e s 5 . 1 6 a n d 5 . 1 7 s h o w t h e H C A r e s u l t s i n t h e a b o v e r e g i o n s a n d t h e
v . ( P 0 2 1 r e g i o n , r e s p e c t i v e l y .
T h e d e n d r o g r a m , a s s h o w n i n F i g u r e 5 . 1 6 , c l a s s i f i e d t w o m a j o r t i s s u e
g r o u p s , b e n i g n ( A t o C ) a n d m a l i g n a n t ( F a n d G ) . A l t h o u g h D C I S ( D ) a n d L C I S
( E ) s p e c t r a w e r e n o t c l a s s i f i e d a s i n v a s i v e ( m a l i g n a n t ) , t h e y c l u s t e r e d w i t h i n t h e
m a l i g n a n t g r o u p . A s t h e h e t e r o g e n e i t y i n c r e a s e d , m o r e s p e c t r a l v a r i a t i o n s
w e r e o b s e r v e d a m o n g s t t h e F T I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m b r e a s t l e s i o n s .
S p e c t r a o b t a i n e d f r o m D C I S a n d L C I S s e c t i o n s h a v e b e e n c l a s s i f i e d a s
m a l i g n a n t , h o w e v e r , w i t h i n t h e s u b g r o u p , t h e y a r e w e l l - s e p a r a t e d f r o m t h e I D C
a n d I L C l e s i o n s , a s e v i d e n t b y t h e h e t e r o g e n e i t y v a l u e o f t h e m a l i g n a n t g r o u p .
T h i s m a y b e d u e t o t h e t r a n s i t i o n a l n a t u r e o f t h e s e c o n d i t i o n s a n d t h e p r e s e n c e
o f c a n c e r o u s c e l l s w i t h i n t h e d u c t s o r l o b u l e s o f t h e b r e a s t , w h i c h h a v e m o r e
s p e c t r a l s i m i l a r i t i e s t h a n t h o s e c l a s s i f i e d a s b e n i g n . S i m i l a r l y , I D C a n d I L C
s p e c t r a w e r e s e p a r a t e d s u c c e s s f u l l y u s i n g t h e c o m b i n e d s p e c t r a l r e g i o n w i t h a
h e t e r o g e n e i t y v a l u e o f - 2 . 7 5 . T w o s a m p l e s d i a g n o s e d b y h i s t o p a t h o l o g y a s
D C I S c l u s t e r e d w i t h i n t h e I D C s u b - g r o u p ( F ) , w h i c h w e r e n o t s e p a r a t e d i n t h e
P C A s c o r e p l o t s i n F i g u r e s 5 . 1 3 a n d 5 . 1 4 . T h i s c o u l d b e d u e t o t h e I R s p e c t r a
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T I s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 6
w e r e c o l l e c t e d a t t h e a r e a a s s o c i a t e d w i t h D C I S c o - e x i s t e d w i t h i n t h e u n s t a i n e d
m a l i g n a n t I D C l e s i o n s . T h e I R s p e c t r a o f t w o p r e - c 1 a s s i f i e d m a l i g n a n t I D C
t i s s u e s e c t i o n s w e r e c l u s t e r e d w i t h i n t h e D C I S ( D ) s u b - g r o u p , w h i c h w e r e
c o n s i s t e n t w i t h t h e P C A r e s u l t s . T h e s e t w o l e s i o n s w e r e s u b s e q u e n t l y s t a i n e d
a f t e r I R a n a l y s i s a n d h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s c o n f i r m e d t h a t t h e s e l e s i o n s w e r e ,
i n f a c t , h i g h - g r a d e D C I S i n w h i c h c e l l p r o l i f e r a t i o n w a s i n t h e p r o c e s s o f
i n v a d i n g t h r o u g h t h e b a s e m e n t m e m b r a n e , a s e v i d e n t f r o m t h e a d j a c e n t H & E
s t a i n e d s e c t i o n . T h e H C A c l a s s i f i c a t i o n a n d s u b s e q u e n t h i s t o p a t h o l o g y
e x a m i n a t i o n o v e r r u l e d t h e o r i g i n a l c l a s s i f i c a t i o n o f b e i n g m a l i g n a n t I D C . T h e
u n k n o w n s a m p l e s ( X a n d Y ) w e r e a g a i n c l u s t e r e d i n t o t h e f i b r o c y s t i c c h a n g e s ,
w h i c h f u r t h e r c o n f i r m t h e t i s s u e c o n d i t i o n s . T h e H C A r e s u l t i s c o n s i s t e n t w i t h
t h e P C A r e s u l t s d i s c u s s e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n .
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O & C A P r e p r o c e s s i n g : V e c t o r No~li%.tion
• • r d ' . A l g o r i r h a F r e q u e n c y R a n g e s ·
F a c t o r i z a t i o n 3 ' 0 5 - 3 0 0 1 l e M
1 1 1 6 - 1 5 8 5 l e . 1 1 . 0 1
M e t h o d F i l e · T E H P V I £ M . C L A 1 1 4 0 - 1 0 3 8 I C M 1 1 . 0 1
F i g u r e 5 . 1 6 . H C A p l o t s e p a r a t i n g b r e a s t l e s i o n s . S e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a w e r e
v e c t o r - n o r m a l i s e d , W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m w e r e c a l c u l a t e d i n s p e c t r a l r e g i o n s o f
3 7 0 5 - 3 0 0 1 , 1 7 1 6 - 1 5 8 5 a n d 1 1 4 0 - 1 0 3 8 c m - ' . ( A ) f i b r o c y s t i c c h a n g e s ; ( B )
f i b r o a d e n o m a ; ( C ) i n t r a d u c t p a p i l l o m a ; ( D ) D C I S ; ( E ) L C I S ; ( F ) I D C a n d ( G ) I L C . ( X )
a n d ( Y ) : s a m p l e s n o t p r e v i o u s l y d i a g n o s e d .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a U o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 7
T o i l l u s t r a t e t h e a d v a n t a g e o f u s i n g a w i d e r s p e c t r a l r a n g e c o m p a r e d
w i t h a s p e c i f i c b a n d , t h e H C A d e n d r o g r a m o f t h e v
s
( P 0
2
- ) b a n d a t t r i b u t e d t o
n u c l e i c a c i d s w a s p l o t t e d ( F i g u r e 5 . 1 7 ) . T h e d e n d r o g r a m i n F i g u r e 5 . 1 7 c l e a r l y
d i f f e r e n t i a t e s t h e s p e c t r a f r o m b e n i g n l e s i o n s a n d f r o m t h o s e o b t a i n e d f r o m t h e
i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t l e s i o n s . A s i m i l a r a p p r o a c h t o d i f f e r e n t i a t e
c o l o r e c t a l a d e n o c a r c i n o m a s w a s r e p o r t e d b y L a s c h e t a l . [ 2 1 ] . A s e x p e c t e d ,
t h e a n a l y s i s w a s u n a b l e t o s e p a r a t e s u c c e s s f u l l y t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m i n -
s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t l e s i o n s . T h i s i s l i k e l y t o b e d u e t o t h e i n c r e a s e d
c e l l p r o l i f e r a t i o n f o u n d o n l y w i t h i n t h e d u c t s / l o b u l e s i n i n - s i t u c a r c i n o m a s , w h i l e
c e l l u l a r i n v a s i o n t o s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s i n i n v a s i v e c a r c i n o m a s .
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B e n i g n I n - s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t
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D a t a P r . p e a c • • • i n g : V e c t o r l I o r • • l i l . t i o n
" ' a r d " "190rit~ F r e q u a n c y . , n 9 " •
r a c t o r i r a t i o n 1 0 7 6 • 1 0 3 8 l e .
F i g u r e 5 . 1 7 . H C A p l o t o f v s ( p O n o f n u c l e i c a c i d s s e p a r a t i n g b e n i g n a n d m a l i g n a n t
l e s i o n s u s i n g t h e d a t a f r o m t h e 1 0 7 8 - 1 0 3 8 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n . S e c o n d - d e r i v a t i v e
s p e c t r a w e r e v e c t o r - n o r m a l i s e d , D - v a l u e s a n d W a r d ' s c l u s t e r i n g a l g o r i t h m w e r e
c a l c u l a t e d .
S i m i l a r t o P C A , H C A h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e a n a l t e r n a t i v e m e t h o d
f o r t i s s u e d i f f e r e n t i a t i o n b y a n a l y s i n g t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f t h e s i n g l e - p o i n t
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 8
s p e c t r a w i t h i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n a n d / o r s p e c i f i c b a n d a r e a s . A l t h o u g h t h e
s p e c t r a f r o m t h e i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t l e s i o n s w e r e n o t w e l l -
s e p a r a t e d u s i n g t h e 1 0 7 8 - 1 0 3 8 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , H C A c o u l d d i s t i n g u i s h
b e t w e e n t h e b e n i g n a n d c a r c i n o m a s p e c t r a w i t h h i g h h e t e r o g e n e i t i e s ( - 3 . 5 ) i n
F i g u r e s 5 . 1 6 a n d 5 . 1 7 .
5 . 2 . 4 . 3 S E N S I T I V I T Y A N D S P E C I F I C I T Y O F P C A A N D H C A O U T C O M E S
S e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y a r e c o m m o n s t a t i s t i c a l m e a s u r e s o f h o w w e l l a
b i n a r y c l a s s i f i c a t i o n c o r r e c t l y i d e n t i f i e s a p o s i t i v e a n d n e g a t i v e m e d i c a l
c o n d i t i o n , r e s p e c t i v e l y [ 5 0 ] . T h e y a r e c a l c u l a t e d b a s e d o n t h e r e s u l t s f r o m t h e
F T I R t e s t o u t c o m e s ( P C A / H C A ) a n d t h e g o l d s t a n d a r d h i s t o p a t h o l o g y . F i g u r e
5 . 1 8 ( w i t h a w o r k i n g e x a m p l e ) s u m m a r i s e s t h e r e l a t i o n s h i p s a m o n g s t t h e t e r m s
o f s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y , a s w e l l a s p o s i t i v e p r e d i c t i v e v a l u e ( P P V ) a n d
n e g a t i v e p r e d i c t i v e v a l u e ( N P V ) , a n d t h e f o r m u l a e u s e d i n c a l c u l a t i n g t h e s e
p a r a m e t e r s a r e l i s t e d i n A p p e n d i x A .
F i g u r e 5 . 1 8 . D e t e r m i n a t i o n o f t h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f r o m F T I R d i a g n o s t i c s a n d
h i s t o p a t h o l o g y . A r r o w s r e p r e s e n t t h e p a r a m e t e r s u s e d t o c a l c u l a t e t h e s p e c i f i c
d i a g n o s t i c o u t c o m e s ( s e n s i t i v i t y , s p e c i f i c i t y , P P V , a n d N P V ) . P P V : p o s i t i v e p r e d i c t i v e
v a l u e a n d N P V : n e g a t i v e p r e d i c t i v e v a l u e [ 5 0 ) .
F T I R T e s t
O u t c o m e
( P C A / H C A )
T r u e
F a l s e
T r u e ( 2 )
T r u e P o s i t i v e
' 2 .
F a l s e ( 6 )
F a l s e P o s i t i v e
1
n u e · - -
- - - .~. . . .
S e n s i t i v i t y i s c a l c u l a t e d b a s e d o n t h e t r u e h i s t o p a t h o l o g i c a l l y c l a s s i f i e d
c o n d i t i o n a n d i s c o m p a r e d w i t h t h e F T I R t e s t o u t c o m e i n c l u d i n g b o t h t r u e
p o s i t i v e s a n d f a l s e n e g a t i v e s . S p e c i f i c i t y i s d e t e r m i n e d b y u s i n g t h e t r u e
n e g a t i v e s ( f a l s e r e s u l t s i n F T I R a n d h i s t o p a t h o l o g y ) o v e r t h e s u m o f t r u e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 5 9
n e g a t i v e a n d f a l s e p o s i t i v e . F u r t h e r m o r e , P P V a n d N P V a r e d e t e r m i n e d u s i n g
t h e t r u e a n d f a l s e F T I R o u t c o m e s , r e s p e c t i v e l y , r e g a r d l e s s o f t h e
h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s .
P r e v i o u s r e s e a r c h b y t h e I M R R g r o u p u s i n g 1 H M R S d i s t i n g u i s h e d
m a l i g n a n t t i s s u e s f r o m b e n i g n l e s i o n s w i t h a s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f 9 5 a n d
9 6 % , r e s p e c t i v e l y [ 5 1 ) . J a c k s o n , e t a l . r e p o r t e d t h a t F T I R s p e c t r a o b t a i n e d
f r o m l o w - g r a d e , i n t e r m e d i a t e - g r a d e , a n d h i g h - g r a d e b r e a s t t u m o u r s u s i n g
c l u s t e r a n a l y s i s w i t h i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n a c h i e v e d s e n s i t i v i t i e s o f 9 1 , 7 6 . 5
a n d 1 0 0 % a n d s p e c i f i c i t i e s o f 1 0 0 , 9 7 . 6 a n d 8 5 . 9 % , r e s p e c t i v e l y [ 1 9 ) .
T h e P C A ( f i n g e r p r i n t r e g i o n , F i g u r e 5 . 1 4 ) a n d H C A ( v a r i o u s s p e c t r a l
r e g i o n s i n F i g u r e 5 . 1 6 ) r e s u l t s c l e a r l y d i f f e r e n t i a t e d t h e s e c o n d - d e r i v a t i v e s o f
t h e F T I R s p e c t r a o b t a i n e d f r o m m a l i g n a n t , i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d b e n i g n
l e s i o n s . T h e o r e t i c a l l y , b o t h P C A a n d H C A t e c h n i q u e s s h o u l d a c h i e v e t h e s a m e
c l a s s i f i c a t i o n u s i n g t h e s a m e s p e c t r a l r e g i o n ( s ) . T h e s e n s i t i v i t i e s a n d
s p e c i f i c i t i e s f r o m t h e F T I R d i a g n o s t i c o u t c o m e s ( P C A a n d H C A ) o f t h e b r e a s t
l e s i o n s a r e p r e s e n t e d i n T a b l e s 5 . 5 a n d 5 . 6 . T h e o v e r a l l s e n s i t i v i t y a n d
s p e c i f i c i t y f r o m P C A u s i n g t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n w e r e 9 7 . 3 a n d 9 8 . 5 % ,
r e s p e c t i v e l y , w h i l e t h e o v e r a l l s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f r o m H C A u s i n g v a r i o u s
s p e c t r a l r e g i o n s w e r e 8 9 . 7 a n d 9 6 . 6 % , r e s p e c t i v e l y .
p e A : T h e P C A r e s u l t s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n o f t h e
s e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m 5 2 b r e a s t l e s i o n s . C l a s s i f i c a t i o n o f t h e
b e n i g n l e s i o n s ( f i b r o c y s t i c c h a n g e s , f i b r o a d e n o m a s a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a s )
w a s a c h i e v e d w i t h 1 0 0 % s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y , a s w e l l a s f o r P P V a n d N P V .
T w o m a l i g n a n t I D C s e c t i o n s w e r e c l a s s i f i e d b y P C A a s i n - s i t u c a r c i n o m a s , t h e
u n s t a i n e d I D C l e s i o n s w e r e s t a i n e d a n d e x a m i n e d b y h i s t o p a t h o l o g i s t a f t e r
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 6 0
F T I R a n a l y s e s t h a t t h e s e t w o l e s i o n s w e r e c l a s s i f i e d a s l o w - g r a d e m a l i g n a n t
I O C w i t h D C I S m o r p h o l o g i c a l a r c h i t e c t u r e . T h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f t h e
t e c h n i q u e t o d i a g n o s e i n - s i t u c a r c i n o m a s w a s 1 0 0 a n d 9 5 . 6 % , r e s p e c t i v e l y .
T h e P P V , b a s e d o n t h e t r u e a n d f a l s e p o s i t i v e s f r o m t h e F T I R P C A o u t c o m e s ,
w a s 7 7 . 8 % a n d s i n c e t h e r e w e r e n o f a l s e n e g a t i v e r e s u l t s , t h e N P V f o r i n - s i t u
c a r c i n o m a s w a s 1 0 0 % . 2 3 o f t h e 2 5 s a m p l e s t h a t w e r e h i s t o p a t h o l o g i c a l l y
d i a g n o s e d a s m a l i g n a n t w e r e c o r r e c t l y c l a s s i f i e d u s i n g P C A . T w o s a m p l e s
w e r e i d e n t i f i e d a s i n - s i t u c a r c i n o m a s , w h i c h y i e l d e d a s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y
o f 9 2 a n d 1 0 0 % f o r m a l i g n a n t l e s i o n s , r e s p e c t i v e l y . T h e r e w e r e n o f a l s e
p o s i t i v e r e s u l t s b u t t w o f a l s e n e g a t i v e s w e r e f o u n d , t h e P P V a n d N P V o f t h e
m a l i g n a n t l e s i o n s w e r e 1 0 0 a n d 9 3 . 1 % , r e s p e c t i v e l y .
H C A : T w o l e s i o n s w i t h o u t p r i o r k n o w l e d g e o f h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s
m a r k e d a s u n k n o w n s , w e r e c l a s s i f i e d a s b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s b y t h e
h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( F i g u r e s 5 . 1 5 a n d 5 . 1 6 ) . A s a r e s u l t , b e n i g n
l e s i o n s w e r e c l a s s i f i e d w i t h a s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f 1 0 0 a n d 9 4 . 1 % ,
r e s p e c t i v e l y . F r o m t h e H C A r e s u l t u s i n g v a r i o u s s p e c t r a l r e g i o n s , t w o s a m p l e s
h i s t o p a t h o l o g i c a l l y d i a g n o s e d a s i n - s i t u c a r c i n o m a s w e r e c l a s s i f i e d w i t h i n t h e
m a l i g n a n t g r o u p , a n d , t w o p r e - d i a g n o s e d a s m a l i g n a n t w e r e c l a s s i f i e d b y H C A
a s i n - s i t u c a r c i n o m a s , w h i c h w e r e c o n s i s t e n t w i t h t h e P C A r e s u l t s ( c o n t a i n i n g
b o t h I D C a n d D C I S f e a t u r e s o n t h e t i s s u e s e c t i o n s ) . T h i s r e s u l t e d i n a
s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f o r i n - s i t u c a r c i n o m a s o f 7 7 . 8 a n d 9 5 . 6 % , r e s p e c t i v e l y ,
w h i l e t h e P P V a n d N P V w e r e 7 7 . 8 a n d 9 5 . 6 p e r c e n t , r e s p e c t i v e l y . T h e l o w e r
s e n s i t i v i t y a n d P P V o u t c o m e i s p r o p o s e d t o b e d u e t o t h e s m a l l n u m b e r o f i n -
s i t u c a r c i n o m a s a m p l e s e x a m i n e d i n t h i s r e s e a r c h . F i n a l l y , t h e s e n s i t i V i t y a n d
s p e c i f i c i t y f o r m a l i g n a n t l e s i o n s w a s 9 1 . 3 a n d 1 0 0 % , r e s p e c t i v e l y . T h e N P V o f
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 6 1
t h e m a l i g n a n t l e s i o n s w a s 9 3 . 9 % , w h i c h w a s a t t r i b u t e d t o t h e s a m p l e s b e i n g
d i a g n o s e d a s m a l i g n a n t b y h i s t o p a t h o l o g y , b u t c l a s s i f i e d a s i n - s i t u c a r c i n o m a s
u s i n g H C A .
T h e c o m b i n e d s p e c t r o s c o p i c r e s u l t s a n d M S A d e m o n s t r a t e d t h a t t h e r e i s
a h i g h a c c u r a c y o n d i s c r i m i n a t i o n b e t w e e n s p e c t r a o b t a i n e d f r o m b e n i g n a n d
m a l i g n a n t l e s i o n s . T h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f r o m t h e F T I R M S A o u t c o m e s
c o m p a r e d w e l l w i t h t h o s e s p e c t r a o b t a i n e d u s i n g 1 H M R S [ 5 1 ] . A l t h o u g h t h e r e
w e r e d i s c r e p a n c i e s o n d i a g n o s i s o f i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t l e s i o n s
f r o m t h e r e s u l t s o f b o t h P C A a n d H C A , t h e g o l d s t a n d a r d h i s t o p a t h o l o g y w a s
u s e d a s t h e f i n a l i s e d d i a g n o s i s . A l t e r n a t i v e t e c h n i q u e s t o e n s u r e t h e a c c u r a c y
o f t h e d i a g n o s i s c o u l d b e p e r f o r m e d u s i n g 1H M R S ( b u t t h i s w a s n o t d o n e i n t h i s
r e s e a r c h ) .
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Table 5.5. Comparison of tissue diagnostic outcomes from the PCA results using the second-derivatives of FTIR spectra of breast lesions with
those obtained from histopathology. PPV - positive predictive value; and NPV - negative predictive value. True positives (yellow); false
positives (orange); false negatives (blue); and true negatives (green).
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Table 5.6. Comparison of tissue diagnostic outcomes from the HCA results using the second-derivatives of FTIR spectra of breast lesions with
those obtained from histopathology. (*) Two samples without prior knowledge of histopathology results are marked as unknowns. PPV -
positive predictive value; and NPV - negative predictive value. True positives (yellow); false positives (orange); false negatives (blue); and true
negatives (green).
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20 7 25 2 nla nla nla
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nla nla nla nla
0 0 2 100 90.9 100
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• 31
89.7 89.6 96.5
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 6 3
5 . 3 C H A R A C T E R I S A T I O N O F B R E A S T T I S S U E U S I N G F P A - F T I R I M A G I N G
A N D M U L T I V A R I A T E S T A T I S T I C A L A N A L Y S E S
T h e t h i r d a i m o f t h i s r e s e a r c h w a s t o c h a r a c t e r i s e h i s t o p a t h o l o g i c a l w e l l -
d e f i n e d b r e a s t d u c t a l d i s e a s e s u s i n g f o c a l - p l a n e a r r a y ( F P A ) F T I R i m a g i n g
t o g e t h e r w i t h m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ( F C M , K M C , P C A , a n d H C A ) . T h i s
c o m b i n a t i o n i s t h e m o s t p o w e r f u l t e c h n i q u e f o r t i s s u e c h a r a c t e r i s a t i o n t h a t
c o u l d b e u s e d a s a r o u t i n e d i a g n o s i s f o r h i s t o p a t h o l o g y . T h e a d v a n t a g e o f
F P A - F T I R i m a g i n g h a s b e e n d e s c r i b e d i n S e c t i o n 1 . 6 . 3 . 4 . I R f u n c t i o n a l g r o u p
m a p s g e n e r a t e d f r o m i m a g e s c o l l e c t e d f r o m a n o r m a l b r e a s t d u c t , a D C I S a n d
a n I D C b r e a s t l e s i o n t o g e t h e r w i t h m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s a r e
p r e s e n t e d i n t h e f o l l o w i n g s e c t i o n . A l l F F P E t i s s u e s e c t i o n s w e r e
d e p a r a f f i n i s e d u s i n g x y l e n e a n d / o r h i s t o p u r e t o m i n i m i s e p o s s i b l e t i s s u e
c o n t a m i n a t i o n a n d t h e i m a g i n g d a t a w e r e v e c t o r - n o r m a l i s e d p r i o r t o a n y
s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . E a c h I R i m a g e h a s a d i m e n s i o n o f 3 5 0 x 3 5 0 1 1 m 2 ( 4 0 9 6
s p e c t r a f r o m a 6 4 x 6 4 F P A ) a n d e a c h p i x e l c o r r e s p o n d s t o a n a r e a o f
6 . 2 5 x 6 . 2 5 1 1 m 2 .
5 . 3 . 1 N O R M A L B R E A S T D U C T
F i g u r e 5 . 1 9 A p r e s e n t s t h e o p t i c a l i m a g e o f a n u n s t a i n e d a r e a o f a b r e a s t
t i s s u e F F P E s e c t i o n w i t h t h e d u c t b e i n g t h e d o m i n a n t f e a t u r e s u r r o u n d e d b y
a d i p o s e ( w h i t e , d i s s o l v e d ) a n d s t r o m a l t i s s u e s . T h e b o x i n t h e o p t i c a l i m a g e
s h o w s t h e a r e a i m a g e d ( 3 5 0 x 3 5 0 1 1 m 2 , F i g u r e 5 . 1 9 B ) w i t h I R
m i c r o s p e c t r o s c o p y a n d p o i n t s ( i ) t o ( v ) c o r r e s p o n d t o w h e r e i n d i v i d u a l s i n g l e -
p o i n t s p e c t r a ( F i g u r e s 5 . 1 9 C a n d 5 . 2 0 ) w e r e e x t r a c t e d f r o m t h e I R i m a g e . T h e
d u c t l u m e n s h o w n h e r e w a s c l a s s i f i e d a s n o r m a l b y h i s t o p a t h o l o g y b u t t h e
e n t i r e s e c t i o n w a s c l a s s i f i e d a s a l o w - g r a d e d u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u . T h i s i s
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n l i a l i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 6 4
d u e t o t h e p r e s e n c e o f t u m o u r c e l l s a r r a n g e d i n a c r i b r i f o r m a r c h i t e c t u r e f o u n d
w i t h i n o t h e r d u c t s t h a t a r e n o t s h o w n i n t h e o p t i c a l i m a g e . A s i l l u s t r a t e d i n
C h a p t e r 3 , F i g u r e 3 . 1 0 ( a n a l y s e d i n s u b s e q u e n t s e c t i o n s ) , n e c r o s i s a n d m i c r o -
i n v a s i o n w e r e a b s e n t i n t h i s l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S l e s i o n [ 5 2 ] .
A s p r e v i o u s l y s t a t e d , c e l l p r o l i f e r a t i o n r e s u l t s i n i n c r e a s e d l e v e l s o f
n u c l e i , p r o t e i n s a n d I i p i d s ( c e l l m e m b r a n e s ) , w i t h t h e m o s t e a s i l y d e t e c t e d
s p e c t r o s c o p i c c h a n g e s r e s u l t i n g f r o m i n c r e a s e d l e v e l s o f n u c l e i c a c i d s [ 5 , 9 , 3 8 ] .
F u n c t i o n a l g r o u p m a p s a r e c o m m o n l y u s e d t o i l l u s t r a t e t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e
d i a g n o s t i c b a n d s ( p r o t e i n s , I i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s ) p r i o r t o a n y c l u s t e r a n a l y s i s
[ 3 , 2 1 , 4 2 ] .
T h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s h o w n i n F i g u r e 5 . 1 9 B i s b a s e d o n t h e 1 3 0 0 -
1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , w h i c h i s m a i n l y a t t r i b u t a b l e t o t h e n u c l e i c a c i d
v s s ( p O n a n d v s ( P 0 2 l b a n d s o b s e r v e d a t 1 2 4 0 a n d 1 0 8 2 c m -
1
b u t a l s o h a s
m i n o r c o n t r i b u t i o n s f r o m g l y c o g e n ( c a r b o h y d r a t e ) b a n d s [ 8 , 3 1 , 4 2 ] . T h e m a r k e d
a r e a s ( s h o w n i n d a r k r e d ) a r e i n d i c a t i v e o f h i g h l e v e l s o f n u c l e i c a c i d s a n d l o w
l e v e l s a r e d e p i c t e d i n d a r k b l u e . T h e r e i s a h i g h d e n s i t y o f c e l l s / c e l l n u c l e i a t
t h e l o c a t i o n s c o l o u r e d r e d t h a n w i t h i n t h e a r e a o f t h e d u c t l u m e n ( b l u e ) . T h e
d a r k b l u e a r e a s f o u n d w i t h i n t h e d u c t l u m e n a n d w h e r e t h e a d i p o s e t i s s u e s
w e r e , p r i o r t o b e i n g d i s s o l v e d d u r i n g t h e F F P E s e c t i o n i n g p r o c e s s ( m a r k e d i n
w h i t e i n A ) , a r e i n d i c a t i v e o f r e l a t i v e l y l o w l e v e l s o f n u c l e i c a c i d s i n t h e s e a r e a s ,
a s e x p e c t e d .
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F i g u r e 5 . 1 9 . ( A ) W h i t e l i g h t i m a g e o f a n u n s t a i n e d 5 - f l m - t h i c k b r e a s t F F P E s e c t i o n
s h o w i n g a ' h e a l t h y ' b r e a s t d u c t a n d t h e a r e a s e l e c t e d f o r i n f r a r e d i m a g i n g i s m a r k e d b y
t h e b l a c k s q u a r e , ( B ) f a l s e - c o l o u r I R i m a g e o f t h e 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' r e g i o n t a k i n g i n t h e
r e g i o n m a r k e d i n ( A ) ; ( C ) n o r m a l i s e d I R s p e c t r a , l o c a t i o n s o f e x t r a c t e d s p e c t r a a r e
m a r k e d ( + ) : ( i ) s t r o m a e x h i b i t i n g h i g h n u c l e i c a c i d l e v e l s ; ( i i ) s t r o m a ; ( i i i ) d u c t l u m e n ;
( i v ) b a s e m e n t m e m b r a n e s o f d u c t s ; a n d ( v ) a d i p o s e t i s s u e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s :
6 4 x 6 4 a r r a y ; 2 5 6 s c a n s ; 2 c m -
1
r e s . ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; i m a g e a r e a : 3 5 0 x 3 5 0 f . l m
2
•
R e p r e s e n t a t i v e i n f r a r e d s p e c t r a o f i n d i v i d u a l b r e a s t c o m p o n e n t s a r e
p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 1 9 C a n d h a v e b e e n n o r m a l i s e d t o t h e a m i d e I b a n d
c e n t r e d a t - 1 6 5 0 c m - ' . I n t e r p r e t a t i o n o f t h e s p e c t r a w a s a p p r o a c h e d b y
d i v i d i n g t h e s p e c t r u m i n t o t h r e e r e g i o n s a s d e s c r i b e d i n S e c t i o n 5 . 1 .
R e g i o n I : T h e a m i d e A a n d 8 b a n d s a t 3 3 8 0 a n d 3 0 8 0 c m -
1
, a l o n g w i t h
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 6 6
t h e s h o u l d e r s a t 3 5 2 0 a n d 3 2 0 0 c m -
1
, a r i s e f r o m w e a k l y a n d s t r o n g l y h y d r o g e n -
b o n d e d v ( Q - H ) m o d e s o f w a t e r [ 9 , 1 4 ] . T h e s e a r e m o r e d o m i n a n t i n t h e s p e c t r a
o f s t r o m a ( i i ) a n d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s o f t h e d u c t s ( i v ) t h a n i n t h e s p e c t r a
o f t h e s t r o m a l c e l l s e x h i b i t i n g h i g h n u c l e i c a c i d l e v e l s ( i ) a n d c e l l s s u r r o u n d e d
b y a d i p o s e t i s s u e s ( v ) .
R e g i o n 1 1 : T h e V a s ( C H 2 ) a n d V s ( C H 2 ) b a n d s a t - 2 9 2 5 a n d - 2 8 5 3 c m -
1
,
r e s p e c t i v e l y , a r e d u e p r e d o m i n a n t l y t o l i p i d s w i t h i n t h e c e l l m e m b r a n e s [ 3 1 ] .
T h e i n t e n s i t i e s o f t h e V ( C H 2 ) b a n d s a r e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n t h e s p e c t r a o f t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e a n d a d i p o s e t i s s u e ( F i g u r e s 5 . 1 9 C ( i v ) a n d ( v » t h a n i n t h e
s p e c t r a o f t h e s t r o m a l t i s s u e s i n F i g u r e s 5 . 1 9 C ( i ) a n d ( i i ) [ 3 1 ] .
R e g i o n 1 1 / : T h e a m i d e I b a n d e x h i b i t s h i g h s e n s i t i v i t y t o c h a n g e s i n t h e
c o n f o r m a t i o n o f t h e s e c o n d a r y s t r u c t u r e o f a p r o t e i n [ 9 ] . T h e a m i d e I a n d 1 1
b a n d s i n t h e s p e c t r a o f t h e s t r o m a l c e l l s , w h i c h a l s o e x h i b i t h i g h l e v e l s o f b a n d s
d u e t o n u c l e i c a c i d s ( F i g u r e 5 . 2 0 ( i » a r e f o u n d a t 1 6 5 5 a n d 1 5 6 0 c m - \
r e s p e c t i v e l y . N o t a b l y , t h e p o s i t i o n s o f t h e s e b a n d s w e r e o b s e r v e d a t l o w e r
w a v e n u m b e r s i n t h e s p e c t r a o f t h e o t h e r t i s s u e c o m p o n e n t s . T h i s i n d i c a t e d
t h a t t h e p r e d o m i n a n t p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e i n t h e D C I S l e s i o n i s t h a t o f a n
a - h e l i x a n d t h e o t h e r t i s s u e s m a i n l y c o n t a i n p r o t e i n s , w h i c h e x i s t i n a l l - s h e e t
c o n f o r m a t i o n , a s d i s c u s s e d i n S e c t i o n 5 . 1 . 3 [ 9 ] .
T h e v a s ( P 0 2 1 a n d V s ( P 0 2 ) b a n d s a t 1 2 4 0 a n d 1 0 8 0 c m - \ r e s p e c t i v e l y ,
a r e o f h i g h r e l a t i v e i n t e n s i t y i n t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m t h e b a s e m e n t
m e m b r a n e o f t h e d u c t , w h i c h i s c o m p o s e d o f e p i t h e l i a l c e l l s , w h i l e t h e s e b a n d s
a r e o f m e d i u m r e l a t i v e i n t e n s i t y i n t h e s p e c t r a f r o m t h e s t r o m a a n d o f w e a k
i n t e n s i t y i n t h o s e f r o m a d i p o s e t i s s u e s ( n o c e l l s ) [ 7 , 1 5 ] . N o b a n d s w e r e
o b s e r v e d i n t h e s p e c t r a f r o m t h e h e a l t h y d u c t l u m e n a r e a ( F i g u r e 5 . 1 9 C ( H i » ,
C h a p l e r 0 ' ; C h a r a c t e r i s a t i O n a n d 1lfferenllatlo~ c B r e a S L s s u e s ~SlnQ I R S p e c l l ( ) s c ( ) ; ) V 1 0 7
a n d t h i s i s c o n s i s t e n t w i t h t h e e x p e c t e d a b s e n c e o f c e l l s .
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F i g u r e 5 . 2 0 . E x p a n d e d 1 8 0 C H l O O c m -
1
r e g i o n o f t h e s p e c t r a c o n t a i n e d w i t h i n F i g u r e
5 . 1 8 f r o m t h e n o r m a l b r e a s t d u c t l u m e n a n d s u r r o u n d i n g t i s s u e .
5 . 3 . 1 . 1 N O N - H I E R A R C H I C A L C L U S T E R A N A L Y S I S O F N O R M A L B R E A S T D U C T
T h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p , p l o t t e d u s i n g d a t a f r o m t h e 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , p r o v i d e s i n f o r m a t i o n o n t h e d i s t r i b u t i o n a n d r e l a t i v e
c o n c e n t r a t i o n o f n u c l e i c a c i d s . H o w e v e r , i t d o e s n o t e f f e c t i v e l y d i s c r i m i n a t e t h e
m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s w i t h i n t h e t i s s u e , i n c l u d i n g t h e d i s t r i b u t i o n o f n o r m a l a n d
t u m o u r c e l l s [ 3 ] . I n o r d e r t o p r o d u c e m a p s t h a t c o u l d b e u s e d f o r d i r e c t
c o m p a r i s o n w i t h h i s t o p a t h o l o g y ( a d j a c e n t H & E s e c t i o n s ) , n o n - h i e r a r c h i c a l
c l u s t e r ( N H C ) a n a l y s i s t e c h n i q u e s , i n c l u d i n g K - m e a n s c l u s t e r ( K M C ) a n d f u z z y
c - m e a n s ( F C M ) c l u s t e r a n a l y s i s , w e r e i m p l e m e n t e d . T h e s e c l u s t e r a n a l y s e s
w e r e a p p l i e d t o t h e n o r m a l b r e a s t d u c t I R i m a g e t o c h a r a c t e r i s e v a r i o u s t i s s u e
c o m p o n e n t s . I n K M C a n a l y s i s , v a r i o u s c l u s t e r s w e r e s e l e c t e d t o d e t e r m i n e t h e
o p t i m a l g r o u p s f o r b r e a s t t i s s u e s o v e r t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m , 1
( v ( P 0 2 1 b a n d s ) o n t h e b a s i s o f t i s s u e a r c h i t e c t u r e , w h i l e F C M a n a l y s i s w a s
C h a p t e r 0 5 ~- C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D l f f e r e n l l a t l o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 6 8
a p p l i e d t o a n o p t i m a l n u m b e r o f c l u s t e r s f r o m K M C a n a l y s i s i n v a r i o u s s p e c t r a l
r e g i o n s ( b o t h g e n e r a l a n d s p e c i f i c r e g i o n s ) t o e v a l u a t e a n y a d d i t i o n a l
i n f o r m a t i o n c o u l d b e o b t a i n e d .
5 . 3 . 1 . 2 K M C A N A L Y S I S
K - m e a n s c l u s t e r a n a l y s i s h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e a u s e f u l
t e c h n i q u e f o r d i s e a s e c l a s s i f i c a t i o n w i t h r e f e r e n c e t o h i s t o p a t h o l o g y [ 2 1 ] . A s
d i s c u s s e d i n S e c t i o n 1 . 6 . 3 . 4 . 2 , i t i s i m p o r t a n t t o u n d e r s t a n d t h e t i s s u e
a r c h i t e c t u r e p r i o r t o a p p l y i n g K M C a n a l y s i s ( s i m i l a r l y w i t h F C M a n a l y s i s ) t o
d e t e r m i n e t h e o p t i m a l n u m b e r o f c l u s t e r s s u i t a b l e t o t h e s p e c i f i c t i s s u e t y p e s
u n d e r i n v e s t i g a t i o n [ 2 1 ] . C l u s t e r s w e r e a s s i g n e d t o s p e c i f i c t i s s u e t y p e s o n t h e
b a s i s o f h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s i n t h e m e t h o d o l o g y t h a t i s d e s c r i b e d h e r e i n .
T h e d o m i n a n t f e a t u r e o f t h e n o r m a l b r e a s t F F P E s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 1 9 )
w a s t h e d u c t l u m e n , w h i c h w a s s u r r o u n d e d b y t h e e p i t h e l i a l c e l l s , b a s e m e n t
m e m b r a n e s , a n d s t r o m a l a n d a d i p o s e t i s s u e s . K M C a n a l y s i s u s i n g d a t a f r o m
t h e n u c l e i c a c i d s p e c t r a l r e g i o n ( 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
) w a s a p p l i e d t o t h e i m a g i n g
d a t a w i t h a s m a n y a s f i v e c l u s t e r s ( 2 C , 3 C , 4 C a n d 5 C ) f o r t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n .
T h e c l u s t e r m a p s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 2 1 , t o g e t h e r w i t h t h e m e a n s p e c t r a
o f e a c h i n d i v i d u a l c l u s t e r f r o m t h e K M C m a p s .
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W a v e n u m b e r ( c m - ' )
F i g u r e 5 . 2 1 . I R i m a g i n g o f n o r m a l b r e a s t d u c t F F P E s e c t i o n b y k - m e a n s a n a l y s i s u s i n g
d a t a f r o m t h e 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
r e g i o n ( n u c l e i c a c i d s ) , t o g e t h e r w i t h t h e m e a n s p e c t r a
f r o m e a c h c l u s t e r : ( A ) o p t i c a l i m a g e ; ( B ) a r e a m a p ; ( C ) v e c t o r - n o r m a l i s e d a r e a m a p ;
( D ) 2 c l u s t e r s ; ( E ) 3 c l u s t e r s ; a n d ( F ) 5 c l u s t e r s . T h e m e a n s p e c t r a a r e v e c t o r -
n o r m a l i s e d .
T w o c l u s t e r s c l e a r l y d i s t i n g u i s h c e l l s ( e p i t h e l i a l a n d s t r o m a , r e d p i x e l s )
a n d n o n - c e l l u l a r c o m p o n e n t s ( d u c t o p e n i n g a n d d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s , b l u e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 0
p i x e l s ) i n F i g u r e 5 . 2 1 0 , h o w e v e r , t h e a v e r a g e s p e c t r u m o f t h e n o n - c e l l u l a r
c o m p o n e n t s s h o w e d t h e r e w e r e b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s ( a m i d e b a n d s ) p r e s e n t
w i t h i n t h e b l u e c l u s t e r . A s a r e s u l t , t w o c l u s t e r s w e r e n o t s u f f i c i e n t t o c l a s s i f y
c e l l u l a r a n d e x t r a c e l l u l a r c o m p o n e n t s o f t h e s e c t i o n s , p a r t i c u l a r l y a s n o c e l l s
s h o u l d b e f o u n d w i t h i n t h e d u c t o p e n i n g s o r w i t h i n t h e a r e a s w h e r e t h e a d i p o s e
t i s s u e s ( d i s s o l v e d ) e x i s t e d p r i o r t o p r o c e s s i n g . I t i s a l s o n o t e d t h a t t h e b l u e
p i x e l m e a n s p e c t r u m i s a f f e c t e d b y a n a n o m a l o u s d i s p e r s i o n a r t e f a c t [ 3 8 , 5 3 ) ,
w h i c h i s e v i d e n c e d b y t h e n o n - l i n e a r b a s e l i n e .
W h e n t h r e e c l u s t e r s w e r e u s e d , t h e b l u e p i x e l s i n t h e o r i g i n a l 2 C K M C
a n a l y s i s w e r e f u r t h e r s e p a r a t e d i n t o t w o a d d i t i o n a l g r o u p s . T h e d u c t o p e n i n g
a n d t h e d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s a r e c l u s t e r e d i n r e d , w h i c h a r e s u r r o u n d e d b y
t h e g r e e n c l u s t e r . T h e a v e r a g e s p e c t r u m o f t h e r e d c l u s t e r c o n t a i n s
s i g n i f i c a n t l y f e w e r b i o l o g i c a l b a n d s , w h e r e a s t h e g r e e n c l u s t e r s p e c t r u m i s
d i f f e r e n t f r o m t h e b l u e c l u s t e r s p e c t r u m . T h i s c o u l d e x p l a i n t h e u n e x p e c t e d l y
h i g h i n t e n s i t i e s o f t h e I R b a n d s f r o m b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s o b s e r v e d i n t h e
t w o - c l u s t e r s p e c t r u m ( b l u e ) . W h e n c o m p a r e d w i t h t h e o p t i c a l i m a g e a n d t h e
h i s t o p a t h o l o g i c a l r e p o r t , t h e g r e e n r e g i o n i s c o n s i s t e n t w i t h a r e a s c o n t a i n i n g
e p i t h e l i a l c e l l s , w h i l e t h e b l u e c l u s t e r i s d o m i n a t e d b y t h e s t r o m a l t i s s u e s
( c o l l a g e n s ) . C o m p a r i s o n o f t h e m e a n s p e c t r a a t t r i b u t e d t o t h e e p i t h e l i a l c e l l s
( g r e e n ) a n d t h e s t r o m a ( b l u e ) c l e a r l y s h o w s t h e s p e c t r a l d i f f e r e n c e s t h a t e x i s t
b e t w e e n d i f f e r e n t t i s s u e c o m p o n e n t s , n o t a b l y , t h e r e l a t i v e i n t e n s i t i e s o f t h e
c o l l a g e n a n d n u c l e i c a c i d b a n d s i n t h e 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n . T h e
r e d c l u s t e r m e a n s p e c t r u m s h o w s r e l a t i v e l y f e w e r b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s w e r e
p r e s e n t i n t h e n o n - c e l l u l a r r e g i o n s a n d w a s a f f e c t e d b y t h e d i s p e r s i o n a r t e f a c t .
T h e K M C c l u s t e r m a p i n F i g u r e 5 . 2 1 F w a s a s s e m b l e d u s i n g f i v e c l u s t e r s .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 1
A l l o f t h e s p e c t r a l c l u s t e r s w e r e c l e a r l y a s s i g n e d t o f e a t u r e s p r e s e n t i n t h e
h i s t o p a t h o l o g i c a l a r c h i t e c t u r e : a q u a b l u e p i x e l s e n c o d e t h e d u c t o p e n i n g s a n d
d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s , a n d g r e e n p i x e l s d e t e r m i n e t h e e p i t h e l i a l c e l l s
s u r r o u n d i n g t h e o p e n i n g s . T h r e e n e w c l u s t e r s ( r e d , d a r k b l u e a n d g r e y ) w e r e
s e p a r a t e d a n d w e r e o r i g i n a l l y f r o m t h e b l u e r e g i o n s o f t h e 3 C K M C m a p . T h e
r e d p i x e l s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e a r e a s w i t h h i g h n u c l e i c a c i d c o n c e n t r a t i o n , t h e
g r e y p i x e l s c o r r e l a t e w i t h a r e a s o f s t r o m a l t i s s u e s , a n d t h e d a r k b l u e p i x e l s a r e
u s u a l l y f o u n d w i t h t h e e p i t h e l i a l c e l l ( g r e e n ) c l u s t e r , w h i c h c o r r e s p o n d t o t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e .
I n t h i s p a r t i c u l a r t i s s u e w h e r e t h e d u c t w a s t h e m a j o r t i s s u e c o m p o n e n t ,
t h e f i v e - c l u s t e r m a p w a s s u f f i c i e n t t o d e l i n e a t e t h e m a j o r c e l l t y p e s a n d r e g i o n s
w i t h i n t h e t i s s u e . T h e a q u a b l u e p i x e l ( d u c t o p e n i n g s a n d d i s s o l v e d a d i p o s e
t i s s u e s ) m e a n s p e c t r a c o n t a i n e d m i n i m a l b i o l o g i c a l p e a k s , w h e r e a s s p e c t r a l
v a r i a t i o n s w e r e c l e a r l y o b s e r v e d i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n , e s p e c i a l l y i n t h e
1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
r e g i o n ( n u c l e i c a c i d s ) . W i t h t h e a b s e n c e o f e p i t h e l i a l c e l l s
f o u n d w i t h i n t h e d u c t l u m e n a n d n o a p p a r e n t c e l l u l a r i n v a s i o n t h r o u g h t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e , t h e d u c t w a s c l a s s i f i e d a s n o r m a l .
5 . 3 . 1 . 3 F C M C L U S T E R A N A L V S I S
F u z z y c - m e a n s c l u s t e r a n a l y s i s i s a n o t h e r n o n - h i e r a r c h i c a l c l u s t e r
a n a l y t i c a l t e c h n i q u e , w h i c h p a r t i t i o n s o b j e c t s i n t o g r o u p s w h o s e m e m b e r s s h o w
a c e r t a i n d e g r e e o f s i m i l a r i t y [ 2 1 , 5 4 ] . U n l i k e K M C a n a l y s i s , w h i c h d i s p l a y s
m e m b e r s h i p o f e i t h e r 0 o r 1 , F C M u s e s a s o f t l i n g u i s t i c s y s t e m t h a t h a s v a r i a b l e
m e m b e r s h i p f u n c t i o n v a l u e s b e t w e e n 0 a n d 1 . T h e h i g h e r - c l a s s m e m b e r s h i p
v a l u e ( 1 ) d e f i n e s h i g h c o l o u r i n t e n s i t y a n d v i c e v e r s a [ 2 1 , 5 4 ] . P r i o r t o a n y F C M
a n a l y s i s , i t i s n e c e s s a r y t o u n d e r s t a n d t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l s i g n i f i c a n c e o f t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 2
t i s s u e s e c t i o n u n d e r i n v e s t i g a t i o n i n o r d e r t o c h o o s e t h e r e l e v a n t n u m b e r o f
c l u s t e r s f o r t h e a n a l y s i s [ 3 , 2 1 ] . I n a d d i t i o n , t h e i n f r a r e d s p e c t r u m r e c o r d e d a t
e a c h p i x e l d u r i n g t h e e x p e r i m e n t p r o v i d e s s i g n a t u r e s p e c t r a t o s p e c i f i c t i s s u e
t y p e s , e . g . , s h i f t s o f t h e a m i d e I b a n d a n d t h e i n t e n s i t i e s o f n u c l e i c a c i d v ( P O n
b a n d s c o u l d d i f f e r e n t i a t e t h e e p i t h e l i a l c e l l s a n d t h e d u e t o p e n i n g s .
I t w a s d e t e r m i n e d f r o m t h e K M C a n a l y s i s , i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n , t h a t
f i v e c l u s t e r s w e r e s u f f i c i e n t t o d e l i n e a t e t h e m a j o r c e l l t y p e s o f t h e n o r m a l
b r e a s t d u c t w i t h r e f e r e n c e t o t h e h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s . R e c e n t r e s e a r c h b y
F a b i a n e t 8 1 . h a v e s h o w n t h a t c l u s t e r a n a l y s i s u s i n g a w i d e s p e c t r a l r a n g e
( f i n g e r p r i n t r e g i o n ) , r a t h e r t h a n u s i n g s p e c i f i c s p e c t r a l f e a t u r e s , i s r e q u i r e d f o r
d i f f e r e n t i a t i o n o f d i f f e r e n t t y p e s o f b r e a s t l e s i o n s [ 4 2 ] . T h e a n o m a l o u s
d i s p e r s i o n a r t e f a c t o b s e r v e d i n t h e s p e c t r a l r e g i o n b e t w e e n 2 7 0 0 - 1 7 0 0 c m -
1
( S e c t i o n 4 . 8 ) a f f e c t e d t h e a r e a s w h e r e o b v i o u s t i s s u e t h i c k n e s s v a r i a t i o n s
o c c u r r e d , i n c l u d i n g t h e e d g e o f t h e d u c t o p e n i n g s . H o w e v e r , t h e m e a n s p e c t r a
s h o w n i n t h e K M C a n a l y s i s d i d n o t d i s p l a y t h i s a r t e f a c t e x c e p t f o r a m i n o r e f f e c t
o b s e r v e d i n b l u e p i x e l m e a n s p e c t r u m . T h i s o b s e r v a t i o n c o u l d b e d u e t o t h e
i n s i g n i f i c a n t n u m b e r o f ' e d g e ' s p e c t r a r e c o r d e d i n t h e s p e c i f i c c l u s t e r s , i . e . ,
m o s t o f t h e s p e c t r a w e r e n o t r e c o r d e d a t t h e j u n c t i o n s b e t w e e n t h e d u c t l u m e n
a n d t h e e p i t h e l i a l c e l l s o r v e r y t h i n s a m p l e r e g i o n . T h e r e f o r e , t h e u s e o f f u l l
s p e c t r a l r e g i o n ( 4 0 0 0 - 6 5 0 c m -
1
) i n a n y c l u s t e r a n a l y s i s i s n o t f e a s i b l e d u e t o
t h e a n o m a l o u s d i s p e r s i o n a r t e f a c t , w h i c h c o u l d p r e v e n t t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f
t i s s u e t y p e s i n a s a m p l e .
F i v e - c l u s t e r F C M a n a l y s e s w e r e a p p l i e d t o t h e n o r m a l b r e a s t s e c t i o n
o v e r t h e s p e c t r a l r e g i o n s o f : ( A ) 3 7 0 0 - 3 0 0 0 ; ( B ) 3 0 0 0 - 2 8 0 0 ; ( C ) 1 9 0 0 -
1 0 0 0 c m -
1
; ( D ) a m i d e I ( 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m - \ a n d ( E ) n u c l e i c a c i d s ( 1 3 0 0 -
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r t s a t l o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 3
1 0 0 0 c m -
1
) . T h e 3 7 0 0 - 3 0 0 0 c m -
1
a n d f i n g e r p r i n t ( 1 9 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
) r e g i o n s
( F i g u r e s 5 . 2 2 A a n d C ) p r o v i d e i n f o r m a t i o n a b o u t t h e d i s t r i b u t i o n o f p r o t e i n s a n d
n u c l e i c a c i d s , w h e r e a s t h e 3 0 0 0 - 2 8 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n ( F i g u r e 5 . 2 2 B )
s e p a r a t e s t h e t i s s u e c o m p o n e n t s b a s e d o n t h e v a r i a t i o n s i n b a n d s t r u c t u r e d u e
t o l i p i d v ( C H
2
) m o d e s . S p e c i f i c F C M i m a g e s w e r e a l s o p l o t t e d f o r p r o t e i n s
( 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m - l , F i g u r e 5 . 2 2 0 ) a n d n u c l e i c a c i d s ( 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - l , F i g u r e
5 . 2 2 E ) t o d i f f e r e n t i a t e t h e p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s o f t h e b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s
a n d t h u s l o c a t e a n y t u m o u r - a f f e c t e d a r e a s , w h e n r e f e r e n c e d t o t h e
h i s t o p a t h o l o g i c a l r e s u l t s .
T h e g e n e r a l s p e c t r a l r e g i o n s w e r e i n i t i a l l y c o m p a r e d t o l o o k f o r t r e n d s ,
p r i o r t o i n v e s t i g a t i o n o f t h e s p e c i f i c c l u s t e r a s s i g n m e n t s a n d s p e c i f i c b a n d
r e g i o n s ( a m i d e I a n d n u c l e i c a c i d s ) . T h e c l u s t e r m a p s o b t a i n e d f r o m t h e d a t a i n
t h e 3 7 0 0 - 3 0 0 0 c m -
1
a n d t h e 3 0 0 0 - 2 8 0 0 c m -
1
r e g i o n s ( F i g u r e s 5 . 2 2 A a n d B )
e x h i b i t e d s p e c t r a l s i m i l a r i t i e s i n a l l f i v e c l u s t e r s , w h i l e t h e r e w e r e d i f f e r e n c e s
o b s e r v e d i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n m a p s , i n p a r t i c u l a r t h e c l u s t e r s 1 a n d 5
( F i g u r e 5 . 2 2 C ) . T h e d i f f e r e n c e s i n t h e s e c l u s t e r s m a y b e d u e t o t h e h i g h e r
s e n s i t i v i t i e s t o p r o t e i n a n d n u c l e i c a c i d p e a k p o s i t i o n s i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n
t h a n i n t h e 3 8 0 0 - 2 8 0 0 c m -
1
r e g i o n ( w h i c h m a y b e a f f e c t e d b y s t r o n g p a r a f f i n
r e s i d u a l a b s o r p t i o n s ) . I n a d d i t i o n , m o s t o f t h e c a n c e r r e s e a r c h o f t h e t y p e
d e s c r i b e d i n t h i s t h e s i s u s e s t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n t o d i s c r i m i n a t e a m o n g s t
v a r i o u s c e l l u l a r c o m p o n e n t a n d d i s e a s e s t a t e s [ 3 , 2 1 , 2 6 , 4 2 ] .
7 4
C l u s t e r 1 C l u s t e r 2 C l u s t e r 3 C l u s t e r 4 C l u s t e r 5
( A )
( 8 )
( C )
( D )
( E )
F i g u r e 5 . 2 2 . F i v e - c l u s t e r F C M c l u s t e r i m a g e s o f a n o r m a l b r e a s t d u c t p l o t t e d f r o m d a t a
i n t h e s p e c t r a l r e g i o n s : ( A ) 3 7 0 0 - 3 0 0 0 c m - ' ; ( 8 ) 3 0 0 0 - 2 8 0 0 c m - ' ; ( C ) 1 9 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' ;
( D ) 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m - ' ; a n d ( E ) 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s a r e a s
d e s c r i b e d i n F i g u r e 5 . 1 9 .
C l u s t e r 1 f r o m t h e g e n e r a l s p e c t r a l r e g i o n F C M m a p s ( F i g u r e s 5 . 2 2 A - C )
d i s p l a y e d a n a r e a c o n t a i n i n g a m i x t u r e o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s i n c l u d i n g
p r o t e i n s , I i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s . W h e n c o m p a r e d w i t h t h e a m i d e I a n d n u c l e i c
a c i d m a p s , t h e r e i s a n o b v i o u s c o n c e n t r a t i o n o f p r o t e i n a n d n u c l e i c a c i d s i n t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 5
t o p r e g i o n o f t h e m a p s , w h i l e t h e r e a r e a r e a s w h e r e b o t h h i g h d e n s i t i e s o f
p r o t e i n a n d n u c l e i c a c i d s w e r e l o c a t e d . W h e n t h e c l u s t e r m a p w a s c o m p a r e d
w i t h t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n a n d t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l r e p o r t , t h e a r e a s m a r k e d
i n c l u s t e r 1 w e r e b e l i e v e d t o b e s u s p i c i o u s i n t e r m s o f l i k e l y c a n c e r o u s
a c t i v i t i e s . O t h e r a r e a s o n t h e a m i d e I c l u s t e r m a p a r e a t t r i b u t e d t o t h e c o l l a g e n
p r o t e i n o f t h e s t r o m a l t i s s u e s , w h i c h a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e d e d u c t i o n s m a d e
f r o m e x a m i n a t i o n o f t h e o p t i c a l i m a g e .
T h e d u c t o p e n i n g w a s c l e a r l y d i s t i n g u i s h e d b y c l u s t e r 2 i n a l l o f t h e F C M
i m a g e s . A n y a b n o r m a l c e l l g r o w t h , n e c r o s i s o r c a l c i f i c a t i o n w i t h i n t h e d u c t
o p e n i n g i s i n d i c a t i v e o f a b r e a s t c o n d i t i o n [ 5 2 ] . H o w e v e r , n o c e l l s i n s i d e t h e
d u c t o p e n i n g w e r e o b s e r v e d f r o m t h e i n f o r m a t i o n c o n t a i n e d w i t h i n t h e o t h e r
c l u s t e r s , w h i c h i s i n d i c a t i v e o f a n o r m a l b r e a s t d u c t , a s e x p e c t e d . T h i s c l u s t e r
a l s o i n c l u d e s a s m a l l c o n t r i b u t i o n f r o m t h e d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s ( a r r o w s i n
c l u s t e r 2 ) a n d c o r r e l a t e s w i t h t h e a q u a b l u e p i x e l s i n t h e 5 C - K M C a n a l y s i s
( F i g u r e 5 . 2 1 F ) .
C l u s t e r 3 m a i n l y e n c l o s e s a r e a s t h a t c o r r e l a t e w i t h t h e d u c t o p e n i n g s
a n d d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s , w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h t h e g r e e n p i x e l s i n t h e
5 C - K M C a n d t h e o p t i c a l i m a g e . T h i s c l u s t e r a l s o h a s c o n t r i b u t i o n s f r o m t h e
e p i t h e l i a l c e l l s ( b o t h i n n e r c u b o i d a l e p i t h e l i a l a n d o u t e r m y o e p i t h e l i a l c e l l s )
s u r r o u n d i n g t h e d u c t l u m e n . A l t h o u g h a c o l l e c t i o n o f e p i t h e l i a l c e l l s i s l o c a t e d
o u t s i d e o f t h e d u c t o p e n i n g , t h e y a r e n o t c l u s t e r e d w i t h t h e s u s p i c i o u s c e l l s
( c l u s t e r 1 ) . I n f a c t , t h e p a t h o l o g y r e p o r t c o n f i r m s t h a t t h e s e c e l l s a r e n o n -
c a n c e r o u s . T h e a r e a m a r k e d i n F i g u r e 5 . 2 2 s h o w s h i g h e p i t h e l i a l c e l l a c t i v i t y
b u t a l o w - t o - m e d i u m i n t e n s i t y i n a s m a l l e r a r e a ( a r r o w ) i s o b s e r v e d i n t h e a m i d e
I i m a g e ( F i g u r e 5 . 2 2 0 ) . T h i s m a y b e d u e t o t h e p r e s e n c e o f c o l l a g e n s , w h i c h
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 6
a l s o h a v e b a n d s i n t h e s a m e s p e c t r a l r e g i o n ( 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
) [ 2 6 , 3 1 ] .
T h e b a s e m e n t m e m b r a n e o f t h e d u c t i s g r o u p e d a s c l u s t e r 4 ; i t e n v e l o p s
t h e e p i t h e l i a l c e l l s o f t h e d u c t i n c l u s t e r 3 . T h e i n t r a - a n d i n t e r - l o b u l a r s t r o m a l
t i s s u e s a r e t h e m a j o r b r e a s t s u p p o r t i n g c o m p o n e n t s , a n d a r e g r o u p e d t o g e t h e r
i n c l u s t e r 5 . T h e s t r o m a l t i s s u e s a r e e v e n l y d i s t r i b u t e d a c r o s s t h e s e c t i o n a n d
t h e i r I R b a n d s a r e f o u n d i n t h e a r e a s t h a t d o n o t c o n t a i n a n y e p i t h e l i a l c e l l s .
T h e m e a n s p e c t r a f r o m f i v e - c l u s t e r F C M a n a l y s i s u s i n g t h e s p e c t r a l
r e g i o n s o f 1 9 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
a n d 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m -
1
a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 2 3 .
T h e d u c t o p e n i n g ( c l u s t e r 2 , b l u e ) m e a n s p e c t r u m c o n t a i n s n o b i o l o g i c a l
s i g n a t u r e p e a k s ( p r o t e i n , n u c l e i c a c i d s a n d l i p i d ) . M e a n w h i l e , s p e c t r a l
v a r i a t i o n s a r e o b s e r v e d i n d i f f e r e n t t i s s u e c o m p o n e n t s w i t h i n t h e f i n g e r p r i n t
r e g i o n i n p a r t i c u l a r t h e v ( P 0 2 l a n d a m i d e b a n d s . I t i s a l s o n o t e d t h a t a s u b t l e
a n o m a l o u s d i s p e r s i o n a r t e f a c t w a s o b s e r v e d i n t h e s p e c t r a f r o m c l u s t e r s 3
( g r e y ) a n d 4 ( r e d ) i n F i g u r e 5 . 2 3 A , w h i l e o n l y a m i n o r c o n t r i b u t i o n f r o m t h i s
d i s p e r s i o n a r t e f a c t w a s o b s e r v e d i n c l u s t e r 5 m e a n s p e c t r u m ( b l u e ) i n t h e
1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n i n F i g u r e 5 . 2 3 8 .
T h e n o r m a l b r e a s t d u c t i m a g e s p l o t t e d u s i n g t h e f u n c t i o n a l g r o u p a r e a s ,
k - m e a n s c l u s t e r i n g , a n d f u z z y c - m e a n s c l u s t e r i n g w e r e c o m p a r e d . T h e
f u n c t i o n a l g r o u p m a p s i l l u s t r a t e d t h e d i s t r i b u t i o n o f b i o m o l e c u l e s i n t h e t i s s u e
l e s i o n b u t w a s u n a b l e t o d e t e r m i n e t h e s p e c i f i c t i s s u e c o m p o n e n t s . T h e s e
c o m p o n e n t s , i n c l u d i n g d u c t l u m e n , e p i t h e l i a l c e l l s , b a s e m e n t m e m b r a n e s ,
a d i p o s e t i s s u e s ( d i s s o l v e d ) a n d c o n n e c t i v e t i s s u e s , w e r e s u c c e s s f u l l y c l a s s i f i e d
u s i n g K M C a n d F C M c l u s t e r m a p s . F i v e c l u s t e r s w e r e s h o w n t o r e p r e s e n t t h e
m a j o r i t y t i s s u e c o m p o n e n t s a n d o f t h e s e t w o c l u s t e r i n g t e c h n i q u e s , K M C
p r o d u c e d m a p s t h a t a r e s i m p l e r t o i n t e r p r e t a n d w e l l - c o r r e l a t e d t o t h e
C h a p t e r r .
h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s .
F i g u r e 5 . 2 3 . M e a n s p e c t r a e x t r a c t e d f r o m f i v e - c l u s t e r F C M a n a l y s e s b a s e d o n t h e
s p e c t r a l r e g i o n s o f : ( A ) 1 9 0 0 - 1 0 0 0 c m - ' ; a n d ( 8 ) 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m - ' . N u m b e r s
c o r r e s p o n d t o t h e s p e c i f i c c l u s t e r s e x t r a c t e d i n t h e s p e c t r a l r e g i o n .
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W a v e n u m b e r ( c m - ' )
( B ) 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m -
1
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 7 8
5 . 3 . 2 I R I M A G I N G O F A C R I B R I F O R M D U C T A L C A R C I N O M A I N - S I T U
D u c t a l c a r c i n o m a i n - s i t u ( D C I S ) i s a p r e - i n v a s i v e c a n c e r l o c a l i s e d w i t h i n
t h e b r e a s t d u c t s [ 5 5 ] . A s e p i t h e l i a l c e l l s p r o l i f e r a t e , t h e a r c h i t e c t u r e o f t h e d u c t
o r t h e t e r m i n a l d u c t a l - l o b u l a r u n i t ( T D L U ) o f t h e b r e a s t a l t e r s [ 5 6 , 5 7 ] . T h e m a j o r
d i f f e r e n c e b e t w e e n a l o w - g r a d e D C I S a n d a n o r m a l o r b e n i g n d u c t i s t h e
p r e s e n c e o f t u m o u r c e l l s a r r a n g e d i n a c r i b r i f o r m a r c h i t e c t u r e w i t h i n t h e d u c t
l u m e n [ 5 6 , 5 7 ] . F a b i a n e t a l . e x a m i n e d t w o h i g h - g r a d e D C I S c r y o s e c t i o n e d
s a m p l e s u s i n g F P A - F T I R i m a g i n g i n c o m b i n a t i o n w i t h h i e r a r c h i c a l c l u s t e r
a n a l y s i s . I t w a s d e m o n s t r a t e d t h a t t h e t u m o u r c e l l s c o u l d b e s u c c e s s f u l l y
a s s i g n e d t o t h e s a m e c o l o u r p i x e l w i t h i n t h e d u c t l u m e n , w h i c h c o r r o b o r a t e d t o
t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n [ 1 0 , 1 1 , 4 2 ] .
T h e p h o t o m i c r o g r a p h s o f a n u n s t a i n e d c r i b r i f o r m D C I S ( l o w - g r a d e )
d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n a n d a n a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n i n v e s t i g a t e d
i n t h i s s t u d y a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 . 2 4 A a n d S , r e s p e c t i v e l y . A s e l e c t i o n o f
n u c l e i a n d d u c t o p e n i n g s a r e h i g h l i g h t e d a n d t h e b o x i n d i c a t e s t h e a r e a i m a g e d
( 3 5 0 x 3 5 0 I t m
2
) . T h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 . 2 4 C - E
w e r e p l o t t e d b y c a l c U l a t i n g t h e a r e a s o f t h e p r o t e i n ( a m i d e I ) , l i p i d a n d n u c l e i c
a c i d b a n d s c e n t r e d a t 1 6 5 5 , 1 4 5 0 , a n d 1 2 4 0 c m - \ r e s p e c t i v e l y , u s i n g C y t o s p e c
[ 5 4 ] . T h e s e m a p s i l l u s t r a t e t h e r e l a t i v e d i s t r i b u t i o n o f t h e s e b i o l o g i c a l
c o m p o n e n t s . T h u s , t h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s c a n b e u s e d t o g e t h e r w i t h t h e
u n s t a i n e d a n d H & E s t a i n e d s e c t i o n s , t o i d e n t i f y r e g i o n s w i t h a h i g h d e n s i t y o f
p r o t e i n a n d n u c l e i c a c i d s t h a t c a n b e c o r r e l a t e d t o r e g i o n s o f h i g h c e l l
p r o l i f e r a t i o n . A n o r m a l b r e a s t d u c t s h o u l d n o t c o n t a i n a n y c e l l s ; a n y s p e c t r a l
e v i d e n c e o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s w i t h i n t h e d u c t i s , t h e r e f o r e , i n d i c a t i v e o f
a b n o r m a l i t i e s .
C h a o t e r ' ) 5 Charac~er'satlon a n d ~,fferenll~tlor' 0 ' B r e a s t T s s u e s u s , n ' ] I R S o e c t r o s c o o v 1 7 9
T h e p r o t e i n ( a m i d e I ) f u n c t i o n a l g r o u p m a p ( F i g u r e 5 . 2 4 C ) s h o w s t h a t a
n e t w o r k - s h a p e d f e a t u r e o f m e d i u m i n t e n s i t y ( g r e e n ) i s f o u n d i n t h e c e n t r e o f t h e
d u c t , a n d i s s u r r o u n d e d b y a n o t h e r f e a t u r e d i s p l a y i n g a m e d i u m - t o - h i g h
i n t e n s i t y ( r e d ) o n t h e p e r i p h e r a l r e g i o n . W h e n c o m p a r e d w i t h t h e H & E s t a i n e d
s e c t i o n , t h e p e r i p h e r a l r e g i o n i s a t t r i b u t e d t o t h e b a s e m e n t m e m b r a n e , w h i l e t h e
n e t w o r k - s h a p e f e a t u r e i s d u e t o t h e t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e d u c t l u m e n a r r a n g e d
i n a D C I S c r i b r i f o r m a r c h i t e c t u r e .
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a s e m e n t
e
( A ) O p t i c a l i m a g e ( 8 ) H & E s t a i n e d s e c t i o n
L O W
( C ) 1 6 5 5 c m -
1
( D ) 1 4 5 0 c m -
1
( E ) 1 2 4 0 c m -
1
F i g u r e 5 . 2 4 . I m a g e s o f a S - " , m t h i c k d e p a r a f f i n i z e d F F P E D C I S s e c t i o n . O p t i c a l
i m a g e s o f : ( A ) u n s t a i n e d ; a n d ( B ) a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n s . T h e a r e a i m a g e d
u s i n g F T I R s p e c t r o s c o p y ( C - E ) i s m a r k e d b y t h e b l a c k s q u a r e . I R a r e a m a p s c e n t r e d
a t : ( C ) a m i d e I ( 1 6 5 5 c m - ' ) ; l i p i d ( 1 4 5 0 c m - ' ) ; a n d ( E ) n u c l e i c a c i d s ( 1 2 4 0 c m - ' ) .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 6 4 x 6 4 a r r a y ( 4 0 9 6 s p e c t r a ) ; 2 5 6 s c a n s ; 4 c m - ' ; x 1 5
m a g n i f i c a t i o n ; i m a g e a r e a : 3 5 0 x 3 5 0 " , m
2
•
L i p i d s a r e u s u a l l y p r e s e n t i n t h e b r e a s t i n t h e f o r m o f a d i p o s e t i s s u e a n d
w i t h i n t h e b a s e m e n t m e m b r a n e [ 8 , 2 9 ) . T h e p r e s e n c e o f l i p i d s i n t h e d u c t
C h a p t e r 0 5 ~ C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 0
( g r e e n ) a s s h o w n i n F i g u r e 5 . 2 4 0 i s d u e t o t h e l i p o p r o t e i n f r o m t h e t u m o u r c e l l
m e m b r a n e s . T h e m e d i u m - t o - h i g h i n t e n s i t y o f I i p i d s o n t h e p e r i p h e r y c o r r e l a t e s
w i t h t h e p r o t e i n m a p , s h o w n i n F i g u r e 5 . 2 4 C , w h i c h i s a t t r i b u t e d t o t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e . C o n f i r m a t i o n t h a t t h i s r e g i o n i s t h a t o f b a s e m e n t
m e m b r a n e i s m a d e o n c o m p a r i s o n o f t h e i m a g e w i t h t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n .
T h e u n s t a i n e d a n d H & E s t a i n e d c r i b r i f o r m O C I S s e c t i o n s c l e a r l y s h o w
t h e r e a r e t u m o u r c e l l s c o n t a i n e d w i t h i n t h e d u c t . T h e p r e s e n c e o f n u c l e i w a s
d e d u c e d b y t h e i n t e n s i t i e s o f t h e b a n d s d u e t o n u c l e i c a c i d s i n t h e I R m a p .
F i g u r e 5 . 2 4 0 r e v e a l s a m e d i u m i n t e n s i t y o f b a n d s d u e t o n u c l e i c a c i d s w i t h i n
t h e d u c t l u m e n , w h i c h a r e i n d i c a t i v e o f c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . T h e p e r i p h e r y ,
a g a i n , d i s p l a y s a m e d i u m - t o - h i g h i n t e n s i t y o f b a n d s d u e t o n u c l e i c a c i d s , w h i c h
h a v e t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e b a s e m e n t m e m b r a n e o f t h e
d u c t c o n t a i n i n g m y o e p i t h e l i a l a n d c u b o i d a l e p i t h e l i a l c e l l s .
C o l l a g e n i s p r e s e n t i n t h e i n t r a - a n d i n t e r l o b u l a r s t r o m a l t i s s u e s a n d h a s
a n u m b e r o f i n f r a r e d a b s o r p t i o n s t h a t o v e r l a p w i t h t h e v a s ( p O n a n d v . ( p O n
m o d e s o f n u c l e i c a c i d s w i t h i n t h e 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n [ 5 8 ] .
T h e r e f o r e , t h e m e d i u m - t o - h i g h i n t e n s i t y o f n u c l e i c a c i d s , l o c a t e d o n t h e
p e r i p h e r y o f t h e i m a g e , i s l i k e l y t o b e a s s o c i a t e d w i t h b o t h t h e b a s e m e n t
m e m b r a n e a n d s t r o m a l t i s s u e s . S i m i l a r l y , t h e h i g h c o n c e n t r a t i o n a l s o i n d i c a t e s
a r e a s o f s t r o m a a n d b a s e m e n t m e m b r a n e t h a t p h y s i c a l l y o v e r l a p . H o w e v e r ,
t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n s t r o m a a n d b a s e m e n t m e m b r a n e s i s n o t o b v i o u s f r o m
t h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s .
A n o r m a l b r e a s t d u c t i s c o m p o s e d o f a b i - I a y e r o f m y o e p i t h e l i a l a n d
c u b o i d a l e p i t h e l i a l c e l l s t h a t a r e s u r r o u n d e d b y b a s e m e n t m e m b r a n e s [ 3 3 ] . T h e
d u c t s a n d l o b u l e s a r e s u p p o r t e d b y t h e i n t r a - a n d i n t e r - l o b u l a r s t r o m a l t i s s u e s
C h a p t e r 0 5 ~ C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 1
[ 3 3 ) . A s i n d i c a t e d b y a r r o w s i n F i g u r e s 5 . 2 4 C a n d E , t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e
p r o t e i n a n d n u c l e i c a c i d s i n d i c a t e d a s i e v e - l i k e a r c h i t e c t u r e o f c e l l u l a r
c o m p o n e n t s p r e s e n t w i t h i n t h e d u c t l u m e n , w h i c h i s h i g h l y c o r r e l a t e d w i t h t h e
a d j a c e n t H & E s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 2 4 8 ) [ 3 3 ] . A l t h o u g h f u n c t i o n a l g r o u p m a p s
p r o v i d e i n f o r m a t i o n o n t h e d i s t r i b u t i o n o f b a n d s a t t r i b u t e d t o p r o t e i n s , n u c l e i c
a c i d s a n d I i p i d s o v e r t h e m i d - i n f r a r e d r e g i o n , d i r e c t t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n c a n n o t
b e u n d e r t a k e n . I n o r d e r t o i m p r o v e t h e d i a g n o s t i c o u t c o m e , K M C a n d F C M
a n a l y s e s w e r e u n d e r t a k e n , t h e r e s u l t s o f w h i c h a r e d i s c u s s e d i n d e t a i l b e l o w .
5 . 3 . 2 . 1 K M C A N A L Y S I S
I n o r d e r t o i d e n t i f y t h e m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s o f t h e D C I S b r e a s t l e s i o n ,
t h e a m i d e I b a n d a r e a m a p ( F i g u r e 5 . 2 5 A ) t o g e t h e r w i t h t h r e e - c l u s t e r , f i v e -
c l u s t e r a n d s i x - c l u s t e r K M C i m a g e s b a s e d o n t h e a m i d e I r e g i o n ( F i g u r e s
5 . 2 5 8 - 0 ) w e r e p r o d u c e d . T h e m e a n s p e c t r a e x t r a c t e d f r o m e a c h c l u s t e r
a n a l y s i s a r e a l s o p r e s e n t e d .
T h e c o m p o n e n t s i n t h e t h r e e - c l u s t e r K M C i m a g e ( F i g u r e 5 . 2 5 8 ) , w e r e
a s s i g n e d b y c r o s s - r e f e r e n c i n g t h e c l u s t e r s t o t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n a s
f o l l o w s : ( i ) t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s ( g r e e n ) ; ( i i ) d u c t o p e n i n g s ( r e d ) ; a n d ( i i i )
e p i t h e l i a l t i s s u e s ( b l u e ) . T h e b a s e m e n t m e m b r a n e c l u s t e r c l e a r l y c o r r e l a t e s
w i t h t h e m e d i u m - t o - h i g h i n t e n s i t y o f t h e p r o t e i n a m i d e I i m a g e ( F i g u r e 5 . 2 5 C ) ,
a s d o t h e w e l l - d e f i n e d e p i t h e l i a l t i s s u e s w i t h i n t h e b r e a s t d u c t . T h e r e d a n d
b l u e p i x e l s s t r o n g l y c o r r e l a t e d w i t h t h e u n s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 2 5 A ) w h e r e
e p i t h e l i a l c e l l n u c l e i ( b l u e ) a r e l o c a t e d w i t h i n t h e d u c t l u m e n ( r e d ) a n d
s u r r o u n d e d b y b a s e m e n t m e m b r a n e s ( g r e e n c l u s t e r ) .
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F i g u r e 5 . 2 5 . K M C m a p s o f t h e v e c t o r - n o r m a l i s e d a m i d e I b a n d a r e a a n d t h e m e a n
c l u s t e r s p e c t r a o f t h e d e p a r a f f i n i s e d F F P E c r i b r i f o r m D C I S s e c t i o n u s i n g : ( A ) t h r e e
c l u s t e r s ; ( B l f i v e c l u s t e r s ; a n d ( C l s i x c l u s t e r s .
A f i v e - c l u s t e r K M C a n a l y s i s ( F i g u r e 5 . 2 5 C ) w a s a p p l i e d w h i c h
d i s c r i m i n a t e d t h e e p i t h e l i a l t i s s u e p i x e l s f r o m 3 - C K M C i m a g e ( b l u e , F i g u r e
5 . 2 5 A ) i n t o t h r e e c l u s t e r s . T w o o f t h e s e t h r e e c l u s t e r s r e p r e s e n t t h e e p i t h e l i a l
t i s s u e s : t h e g r e e n c l u s t e r ( v ) r e p r e s e n t s t h e m y o e p i t h e l i a l t i s s u e s a t t a c h e d t o
t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s a n d t h e r e d c l u s t e r ( i ) r e p r e s e n t s t h e c u b o i d a l
e p i t h e l i a l t i s s u e s e n v e l o p i n g t h e d u c t o p e n i n g s . T h e g r e y c l u s t e r ( i v ) , t h e l a s t o f
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 3
t h e s e t h r e e c l u s t e r s , c o r r e s p o n d s t o t h e i n t r a l o b u l a r s t r o m a , w h i c h a r e l o o s e
c o n n e c t i v e t i s s u e s s u r r o u n d i n g t h e l o b u l e s w i t h i n t h e c r i b r i f o r m d u c t . T h e b l u e
c l u s t e r ( i i i ) d e f i n e s t h e d u c t o p e n i n g s , w h i c h c o r r e l a t e w i t h t h e m o r p h o l o g y o f
t h e u n s t a i n e d s e c t i o n a n d t h e r e d c l u s t e r ( i ) i n F i g u r e 5 . 2 5 0 . S i m i l a r l y , t h e s i x -
c l u s t e r i m a g e f u r t h e r d i f f e r e n t i a t e d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s i n t o t w o g r o u p s :
t h e c o n n e c t i v e t i s s u e s ( m a g e n t a , v i ) a n d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s ( g r e y , i i i ) .
T h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t c h a n g e s i n t h e c l u s t e r s a s s i g n e d w i t h i n t h e
d u c t l u m e n a n d , t h e r e f o r e , f i v e c l u s t e r s w e r e s u f f i c i e n t t o d e l i n e a t e t h e m a j o r
t i s s u e c o m p o n e n t s w i t h i n t h e c r i b r i f o r m D C I S . T h e m e a n s p e c t r a f r o m a l l
c l u s t e r m a p s h a v e s i m i l a r s p e c t r a l f e a t u r e s a t t r i b u t e d t o b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s
w i t h s u b t l e v a r i a t i o n s o b s e r v e d i n t h e p o s i t i o n a n d i n t e n s i t y o f t h e a m i d e I b a n d
a n d t h e v ( P O n m o d e s o f n u c l e i c a c i d s , w h i c h d e m o n s t r a t e d t h e n o n - s u b j e c t i v e
a d v a n t a g e o f t i s s u e c o m p o n e n t c l a s s i f i c a t i o n u s i n g K M C . F i n a l l y , i t m u s t b e
n o t e d t h a t t h e m e a n s p e c t r a o f t h e d u c t o p e n i n g c l u s t e r s i n a l l K M C m a p s
e x h i b i t e d p e a k s i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n t h a t a r e d u e t o t h e p r e s e n c e o f
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . T h i s m e a n I R s p e c t r u m c o n t a i n e d a m i x t u r e o f
e p i t h e l i a l c e l l s a n d d u c t o p e n i n g s , w h i c h w a s d u e t o t h e l i m i t a t i o n o f t h e s p a t i a l
r e s o l u t i o n « 1 5 I - t m ) o f t h e F P A F T I R i n s t r u m e n t a t i o n .
5 . 3 . 2 . 2 F C M A N A L V S I S
F i v e - c l u s t e r F C M i m a g e s b a s e d o n t h e a m i d e I b a n d a r e a ( 1 7 5 0 -
1 5 5 0 c m - \ F i g u r e 5 . 2 6 ) w e r e p l o t t e d a n d a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 . 2 6 B - F . A s
p r e v i o u s l y d e s c r i b e d , f i v e c l u s t e r s b e s t i l l u s t r a t e d t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e
i n d i v i d u a l t i s s u e c o m p o n e n t s w i t h i n t h e D C I S d u c t a n d i n c l u d e d : t h e b a s e m e n t
m e m b r a n e , e p i t h e l i a l c e l l s ( m y o e p i t h e l i a l a n d c u b o i d a l ) , i n t r a l o b u l a r s t r o m a a n d
a l s o a n y c o n t e n t p r e s e n c e w i t h i n t h e d u c t o p e n i n g s ( c a l c i f i c a t i o n o r l a c t a t i o n ) .
( E ) C l u s t e r 4
( F ) C l u s t e r 5
F i g u r e 5 . 2 6 . ( A ) A m i d e I b a n d a r e a f u n c t i o n a l g r o u p m a p a n d F C M a n a l y s i s I R i m a g e s
o f t h e c r i b r i f o r m D C I S d u c t b a s e d o n t h e a m i d e I b a n d a r e a s u s i n g f i v e c l u s t e r s : ( 8 )
c l u s t e r 1 : b a s e m e n t m e m b r a n e s ; ( C ) c l u s t e r 2 : d u c t o p e n i n g s , ( D ) c l u s t e r 3 : h i g h
c o n c e n t r a t i o n o f t u m o u r c e l l s ; ( E l c l u s t e r 4 : t u m o u r c e l l s w i t h i n t r a l o b u l a r s t r o m a l
t i s s u e s ; a n d ( E ) c l u s t e r 5 : i n t r a l o b u l a r s t r o m a s u p p o r t i n g t h e t u m o u r c e l l s .
H i g h - g r a d e c o m e d o D C I S l e s i o n s a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e b r e a k d o w n o f
t h e m y o e p i t h e l i a l c e l l l a y e r a n d b a s e m e n t m e m b r a n e , a n d t h e p r e s e n c e o f
n e c r o s i s ( t h e c e n t r e o f t h e d u c t i s p l u g g e d w i t h d e a d c e l l s ) [ 5 9 ] . . T h i s w a s
p r e v i o u s l y i n v e s t i g a t e d b y F a b i a n e t a l . w h o s u c c e s s f u l l y i d e n t i f i e d n e c r o s i s
w i t h i n t h e d u c t l u m e n b u t n o a p p a r e n t i n v a s i o n t h r o u g h t h e b a s e m e n t
m e m b r a n e [ 4 2 ] . T h e r e a r e t h r e e d i f f e r e n t t i s s u e c l a s s e s w i t h i n t h e c r i b r i f o r m
D C / S , t w o o f w h i c h w e r e a s s i g n e d t o t h e m y o e p i t h e l i a l ( F i g u r e 5 . 2 6 0 ) a n d
c u b o i d a l e p i t h e l i a l ( F i g u r e 5 . 2 6 E ) c e l l s , w h e r e a s t h e i n t r a l o b u l a r s t r o m a l t i s s u e s
g r o u p e d i n t h e i r o w n c l u s t e r ( F i g u r e 5 . 2 6 F ) . T h e d u c t o p e n i n g s c l u s t e r e d i n o n e
g r o u p a s s h o w n i n F i g u r e 5 . 2 6 C , w h i c h c o r r e l a t e s t o t h e a r e a m a r k e d o n t h e
C h a p t e r 0 5 ~ C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 5
u n s t a i n e d a n d H & E s t a i n e d s e c t i o n s . I n t h i s i n s t a n c e , t h e r e i s n o a p p a r e n t c e l l
i n v a s i o n t o t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s ( a q u a b l u e c l u s t e r i n F i g u r e 5 . 2 5 8 a n d
c l u s t e r 1 i n F i g u r e 5 . 2 6 8 ) . T h e a b s e n c e o f c o m e d o f e a t u r e s o f t h e T D L U a n d
t h e l a c k o f n e c r o s i s w i t h i n t h e d u c t l u m e n a r e i n d i c a t i v e o f a l o w - g r a d e D C I S
l e s i o n [ 4 4 - 4 8 ] .
I n c o m p a r i s o n t o K M C a n a l y s i s , i n t e r p r e t a t i o n o f t h e F C M c l u s t e r m a p s i s
n o t s t r a i g h t f o r w a r d a s r e p o r t e d b y L a s c h , s i n c e i t i s a s o f t l i n g u i s t i c a p p r o a c h i n
w h i c h t h e r e i s a i n t e r n a l m e m b e r s h i p v a r i a t i o n ( 0 t o 1 ) i n e a c h c l u s t e r , i n s t e a d
o f t h e h a r d c l a s s m e m b e r s h i p o f e i t h e r 0 o r 1 i n t h e K M C a n a l y s i s [ 2 1 , 5 4 ] . I f t h e
n u m b e r o f c l u s t e r s w a s f u r t h e r i n c r e a s e d ( > 5 ) , t h e i n t e r p r e t a t i o n o f t h e F C M
m a p s w o u l d b e c o m e m o r e a m b i g u o u s i n t e r m s o f k n o w n t i s s u e c o m p o s i t i o n . I n
a d d i t i o n , F C M r e q u i r e s l o n g e r c o m p u t a t i o n a l t i m e f o r t h e s a m e c o n d i t i o n s
( c l u s t e r s a n d r e g i o n s ) t h a n K M C a s h a s b e e n r e p o r t e d b y L a s c h [ 2 1 ] . A s a
r e s u l t , K M C a n a l y s i s i s t h e p r e f e r a b l e a n a l y t i c a l t o o l f o r p r e l i m i n a r y s p e c t r a l
c l a s s i f i c a t i o n p r i o r t o d e v e l o p i n g a c o m p l e x a r t i f i c i a l n e u r a l n e t w o r k .
5 . 3 . 2 . 3 P C A D I S P L A Y I N G T H E T U M O U R N U C L E I W I T H I N T H E D C I S D U C T
P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s i s a n o t h e r s t a t i s t i c a l a n a l y s i s t e c h n i q u e
p r o v i d e d b y C y t o s p e c . I t d i f f e r e n t i a t e s s p e c t r a l v a r i a t i o n s b y r e d u c i n g t h e d a t a
m o d e l t o t h e l e a s t n u m b e r o f P C s [ 6 0 ] . A P C A i m a g e b a s e d o n t h e a m i d e I
b a n d a r e a w a s a p p l i e d t o t h e D C I S s e c t i o n t o m o d e l t h e d a t a w i t h t h e l e a s t
n u m b e r o f P C s a n d t h e f i r s t t h r e e P C s r e p r e s e n t e d t h e m a j o r i t y o f t h e t o t a l
v a r i a n c e ( > 9 8 % ) . F i g u r e 5 . 2 7 d i s p l a y s : ( A ) t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n a n d t h r e e
a m i d e I I R i m a g e s o f t h e s a m e D C I S d u c t t h a t a r e p l o t t e d o n t h e b a s i s o f : ( 8 )
t h e a r e a u n d e r n e a t h t h e a m i d e I b a n d a t 1 6 5 5 c m - \ ( C ) a f i v e - c l u s t e r K M C
i m a g e ; a n d ( D ) t h e v e c t o r - n o r m a l i s e d s e c o n d - d e r i v a t i v e P C A o f t h e a r e a
C h a p t e r ' l ! i C h a r a c t E ' n s a l i o n a n d )Ifferenllatlo~ 0 ' B r e a s l ~ISSUCS u S i n g I R S p e c l r o s c " l P V H l 6
m a r k e d i n t h e D C I S s e c t i o n .
, ( i v ) ( i )
. . ' ( i i )
( i i i )
( B )
F i g u r e 5 . 2 7 . C o m p a r i s o n o f v a r i o u s I R i m a g e a n a l y s e s p l o t t e d a g a i n s t t h e a m i d e I
b a n d : ( A ) H & E s t a i n e d s e c t i o n ; ( 8 ) b a n d a r e a 1 7 5 0 - 1 5 5 0 c m - ' ; ( C ) f i v e - c l u s t e r K M C
m a p ; a n d ( 0 ) e n l a r g e m e n t o f t h e i m a g e o f i n t e r e s t i n ( A ) u s i n g v e c t o r - n o r m a l i s e d
s e c o n d - d e r i v a t i v e p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s ( o v e r l a i d P C 2 a n d P C 3 ) .
T h e d i s t r i b u t i o n o f t h e p r o t e i n ( b a s e d o n t h e a r e a o f a m i d e \ b a n d , F i g u r e
5 . 2 7 8 ) a n d t h e f i v e - c l u s t e r K M C i m a g e ( F i g u r e 5 . 2 7 C ) i n t h e S e c t i o n 5 . 3 . 2 . 1
w e r e c o r r e l a t e d t o t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l H & E s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 5 , 2 7 A ) .
T h e s i e v e - l i k e s t r u c t u r e w i t h i n t h e d u c t i s d u e t o t h e t u m o u r c e l l s b u t t h e r e i s n o
e v i d e n c e t o s u g g e s t i n v a d i n g c e l l s a t t h e b a s e m e n t m e m b r a n e , P C A i s a
p o w e r f u l t e c h n i q u e t o d i f f e r e n t i a t e I R s p e c t r a o f b r e a s t l e s i o n s , a s d i s c u s s e d i n
S e c t i o n 5 . 2 . 4 . 1 . H o w e v e r , i t i s n o t a c o m m o n l y u s e d t e c h n i q u e f o r a n a l y s i n g
F T I R i m a g e s c o m p a r e d t o K M C , F C M a n d h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s , w h i c h i s
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 7
p r o b a b l y d u e t o t h e l i m i t e d f u n c t i o n s a v a i l a b l e i n C y t o s p e c [ 5 4 J . T h e P C A o f t h e
s p e c t r a l v a r i a n c e w i t h i n t h e a m i d e I s p e c t r a l r e g i o n w a s e x a m i n e d , t h e n t h e P C
s c o r e s ( P C 2 v s . P C 1 ) w e r e p l o t t e d , a n d t h e b e s t t w o P C s i m a g e s w e r e o v e r l a i d
( F i g u r e 5 . 2 7 0 ) .
T h e e x p a n d e d r e g i o n o f t h e P C 2 a n d P C 3 s c o r e s i m a g e ( F i g u r e 5 . 2 7 0 )
e x h i b i t s a r e a s t h a t a r e a t t r i b u t e d t o e p i t h e l i a l c e l l s , n o n - c e l l u l a r t i s s u e s a n d
v o i d s . T h i s o b s e r v a t i o n i s c o n s i s t e n t w i t h t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e
5 . 2 7 A ) a s w e l l a s t h e r e d p i x e l s ( e p i t h e l i a l c e l l s ) a n d b l u e p i x e l s ( d u c t o p e n i n g s )
i n t h e f i v e - c l u s t e r K M C i m a g e ( F i g u r e 5 . 2 7 C ) . A l t h o u g h t h e s p a t i a l r e s o l u t i o n
( - 1 5 f 1 m ) o f t h e F P A - I R i m a g i n g t e c h n i q u e w a s n o t c a p a b l e o f d i f f e r e n t i a t i o n o f
i n d i v i d u a l n u c l e i « 5 f 1 m ) , r e g i o n s c o n t a i n i n g d a r k r e d p i x e l s c o m p a r e d w e l l w i t h
t h e p o s i t i o n s o f t h e c r i b r i f o r m e p i t h e l i a l c e l l s ( a r r o w s ) p r e s e n t w i t h i n t h e d u c t
l u m e n i n t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 2 7 A ) .
I t i s p a r t i c u l a r l y u s e f u l t o c l a s s i f y t h e l e s i o n s b y c o m p a r i n g b o t h t h e
m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s f r o m t h e h i s t o p a t h o l o g y s e c t i o n o f t h e c r i b r i f o r m D C I S
a n d t h e s p e c t r a l d i s t r i b u t i o n o f v a r i o u s c e l l u l a r c o m p o n e n t s i n t h e I R i m a g e s .
D i f f e r e n t a r e a s ( i t o i v ) s h o w n i n t h e h i s t o p a t h o l o g y s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 2 7 0 ) w e r e
r e l a t e d t o t h e K M C i m a g e i n F i g u r e 5 . 2 5 C a n d t h e o p t i c a l i m a g e o f t h e
u n s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 2 4 A ) . M u l t i p l e l a y e r s o f e p i t h e l i a l c e l l s ( m a r k e d )
w e r e o b s e r v e d i n t h e P C A i m a g e ; t h e s e a g g r e g a t i o n s a r e i n d i c a t i v e o f
a b n o r m a l i t i e s .
B y c o m b i n i n g t h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p w i t h t h e m u l t i v a r i a t e a n a l y t i c a l
i m a g e s ( K M C , F C M a n d P C A ) , b o t h s p e c t r a l a n d p a t h o l o g i c a l i n f o r m a t i o n a r e
o b t a i n e d a n d t h u s t h i s c o m b i n a t i o n o f t e c h n i q u e s c a n b e u s e d i n p a r a l l e l w i t h
h i s t o p a t h o l o g y t o i n c r e a s e t h e d i a g n o s t i c a c c u r a c y f o r d e t e c t i o n o f D C I S
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 8
l e s i o n s , a s w e l l a s t o a s c e r t a i n w h e t h e r t h e y r e m a i n e d l o c a l i s e d w i t h i n t h e d u c t .
T h e l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S e x a m i n e d i n t h i s r e s e a r c h u s i n g K M C , F C M a n d
P C A a n d t h e h i g h - g r a d e D C I S r e p o r t e d b y F a b i a n e t a l . c l e a r l y d e m o n s t r a t e
t h a t a c o m b i n a t i o n o f F P A - F T I R i m a g i n g a n d M S A c o u l d l o c a t e t u m o u r c e l l s
w i t h i n a D C I S l e s i o n [ 4 2 ) .
I t i s d e d u c e d t h a t f o r r o u t i n e t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n , K M C a n a l y s i s u s i n g
b e t w e e n t h r e e a n d f i v e c l u s t e r s , o v e r t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n , p r O V i d e s t h e
n e c e s s a r y d i a g n o s t i c i n f o r m a t i o n f o r t i s s u e c l a s s i f i c a t i o n w i t h h i g h s e n s i t i v i t i e s
w h e n r e f e r e n c e d t o t h e h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s . T h e f u n c t i o n a l g r o u p a r e a o r
i n t e n s i t y m a p s c a n b e u s e d t o i l l u s t r a t e t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e b i o l o g i c a l
c o m p o n e n t s a c r o s s t h e t i s s u e b u t c a n n o t b e u s e d f o r c l a s s i f i c a t i o n . M e a n w h i l e ,
t h e i n t e r p r e t a t i o n o f F C M c l u s t e r m a p s w a s t y p i c a l l y c o m p l i c a t e d d u e t o t h e
s o f t - l i n g u i s t i c a p p r o a c h a s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y b y L a s c h a n d c o - w o r k e r s [ 2 1 ) .
S i m i l a r l y , e x c e s s i v e n u m b e r s o f c l u s t e r s u s e d i n K M C a n d F C M a n a l y s e s o n
t h e i m a g i n g d a t a a r e n o t p r a c t i c a l a s t h e r e a r e o n l y l i m i t e d t i s s u e c o m p o n e n t s i n
a n y g i v e n t i s s u e s e c t i o n [ 2 1 ) .
5 . 3 . 3 I N V A S I V E D U C T A L C A R C I N O M A
T u m o u r c e l l s a r e l o c a l i s e d w i t h i n t h e d u c t s i n D C I S w h e r e a s t h o s e f r o m
i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a ( I D C ) i n v a d e b e y o n d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s o f
t h e d u c t t o t h e s u r r o u n d i n g t i s s u e s [ 5 2 ] . T h e r e f o r e , h i g h c e l l u l a r a c t i v i t y w o u l d
b e e x p e c t e d t o b e o b s e r v e d i n t h e b a s e m e n t m e m b r a n e s o f a m a l i g n a n t l e s i o n .
I R f u n c t i o n a l g r o u p m a p s o f a n I D C l e s i o n w e r e c o n s t r u c t e d u s i n g t h e
d i a g n o s t i c b a n d a r e a s o f : ( i ) t h e v ( C H ) r e g i o n ( F i g u r e s 5 . 2 8 8 a n d C ) ; ( i i ) a m i d e s
I , 1 1 a n d I I I ( F i g u r e s 5 . 2 7 0 , E a n d G ) ; ( i i i ) l i p i d o ( C H
2
) ( F i g u r e 5 . 2 7 F ) ; a n d ( i v ) t h e
n u c l e i c a c i d v ( P ( h 1 ( F i g u r e s 5 . 2 8 H - J ) .
C~anter 0 5 C h a l a c l e r s a I , o n a n d Dlff('rentiallo~ o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 8 9
( A )
( D ) 1 7 5 0 - - 1 5 8 0 c m -
1
( C ) 2 8 6 5 - 2 8 2 5 c m -
1
( 8 ) 3 0 0 0 - 2 8 0 0 c m -
1
( G ) 1 4 1 2 - 1 3 4 7 c m -
1
( F ) 1 4 8 5 - 1 3 6 0 c m -
1
( E ) 1 5 8 0 - 1 4 8 5 c m -
1
( J ) 1 3 5 0 - - 9 5 0 c m -
1
( I ) 1 1 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
( H ) 1 3 0 0 - - 1 2 0 0 c m -
1
F i g u r e 5 . 2 8 . ( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a n u n s t a i n e d 5 - " , m - t h i c k I D C b r e a s t F F P E s e c t i o n
a n d ( B - J ) I R i m a g e s p l o t t e d u s i n g b a n d a r e a s a t d i f f e r e n t s p e c t r a l r e g i o n s .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 5 1 2 s c a n s ; 4 c m -
1
r e s . ; x 1 5 m a g n i f i c a t i o n ; m a p d i m e n s i o n :
3 5 0 x 3 5 0 " , m
2
, 4 0 9 6 t o t a l s p e c t r a .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 9 0
W h e n t h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s w e r e c o m p a r e d w i t h t h e o p t i c a l i m a g e
( F i g u r e 5 . 2 8 A ) , t h e l o w i n t e n s i t i e s ( b l u e ) f o u n d i n a l l f u n c t i o n a l g r o u p m a p s
c o r r e s p o n d t o t h e d u c t o p e n i n g . A l l f u n c t i o n a l g r o u p m a p s d i s p l a y e d r e l a t i v e l y
h i g h i n t e n s i t i e s i n t h e r e g i o n s m a r k e d i n b l a c k b o x e s c o u l d b e a s s i g n e d t o t h e
a r e a s c o m p r i s e d o f e p i t h e l i a l t i s s u e s . L i p i d s a r e t h e m a j o r c o m p o n e n t o f
a d i p o s e t i s s u e s ( l o n g - c h a i n f a t t y a c i d s ) a n d c e l l m e m b r a n e s ( p h o s p h o l i p i d a n d
l i p o p r o t e i n ) [ 8 , 2 9 ] . T h e i m a g e d 1 0 C l e s i o n w a s p r e p a r e d u s i n g F F P E s e c t i o n i n g
a n d t h i s p r o c e d u r e , a s d i s c u s s e d i n S e c t i o n 2 . 2 . 3 , r e m o v e s a l l a d i p o s e t i s s u e s .
T h e r e f o r e , t h e l i p i d d i s t r i b u t i o n i n F i g u r e s 5 . 2 8 8 , C a n d F c o u l d b e a s s i g n e d t o
t h e l i p i d b i l a y e r o f t h e c e l l m e m b r a n e s .
I n f r a r e d i m a g e s o f t h e 1 0 C l e s i o n b a s e d o n t h e p r o t e i n b a n d s ( a m i d e s I ,
1 1 a n d I l l ) a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 . 2 8 0 , E a n d G . T h e a m i d e I b a n d i s
t y p i c a l l y t h e m o s t d o m i n a n t b a n d i n t i s s u e s p e c t r a . T h e m a p b a s e d o n t h e
a m i d e I b a n d a r e a ( F i g u r e 5 . 2 8 0 ) d e m o n s t r a t e d t h a t t i s s u e c o m p o n e n t s
c o n t a i n i n g p r o t e i n s a r e f o u n d a c r o s s t h e w h o l e r e g i o n e x c e p t i n t h o s e a r e a s
c o l o u r e d i n l i g h t a q u a b l u e a n d d a r k b l u e . W h e n t h e a m i d e 1 1 ( F i g u r e 5 . 2 8 E )
a n d I I I ( F i g u r e 5 . 2 8 G ) b a n d a r e a m a p s a r e c o m p a r e d w i t h t h e a m i d e I m a p ,
t h e r e a r e a r e a s o f r e l a t i v e l y l o w i n t e n s i t y l o c a t e d o u t s i d e t h e m a r k e d b o x e s .
S u c h d i f f e r e n c e s w e r e r e l a t e d t o v a r i a t i o n s i n t h e t i s s u e c o m p o s i t i o n , L e . ,
c a n c e r o u s c e l l s ( m a r k e d b o x e s ) a n d c o n n e c t i v e t i s s u e s ( e l s e ) . T h e p r o l i f e r a t i o n
o f c a n c e r c e l l s , a s s e e n o n t h e o t h e r f u n c t i o n a l g r o u p m a p s , o r i g i n a t e d f r o m t h e
d u c t a l e p i t h e l i a l c e l l s a n d i n v a d e d i n t o t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s t h r o u g h
t h e b a s e m e n t m e m b r a n e .
T h e i m a g e s d e p i c t i n g t h e n u c l e i c a c i d d i s t r i b u t i o n ( F i g u r e s 5 . 2 8 H a n d I )
d i s p l a y e l e v a t e d i n t e n s i t i e s i n t h e m a r k e d r e g i o n s , w h i c h a r e d u e t o t h e c e l l
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 9 1
p r o l i f e r a t i o n b e y o n d t h e b a s e m e n t m e m b r a n e o f t h e d u c t i n t o t h e s u r r o u n d i n g
s t r o m a l t i s s u e s , a s e x p e c t e d . F i g u r e 5 . 2 8 J , w h i c h d i s p l a y s m a p s o f t h e 1 3 5 0 -
9 5 0 c m -
1
d i a g n o s t i c a r e a , i n c l u d i n g b a n d s d u e t o n u c l e i c a c i d s a n d
c a r b o h y d r a t e s ( 1 2 0 0 - 1 0 0 0 c m - \ a l s o e x h i b i t s a s i m i l a r c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n a s
i s s e e n i n t h e o t h e r f u n c t i o n a l g r o u p m a p s . T h e r e f o r e , t h e m a r k e d a r e a s a r e
l i k e l y t o b e d u e t o c e l l p r o l i f e r a t i o n o r i g i n a t e d f r o m t h e I O C d u c t . T h e s e r e s u l t s
c o r r e l a t e w i t h t h e c l a s s i f i c a t i o n m a d e b y t h e p a t h o l o g i s t a f t e r e x a m i n a t i o n o f t h e
a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n .
5 . 3 . 3 . 1 K M C A N A L Y S I S
K - m e a n s c l u s t e r m a p s u s i n g t h r e e o r f i v e c l u s t e r s , w e r e p l o t t e d b a s e d o n
t h e v e c t o r - n o r m a l i s e d 1 8 0 0 - 9 5 0 c m -
1
r e g i o n o f t h e I O C I R i m a g e , a n d t h e
r e s u l t s a r e d e p i c t e d i n F i g u r e s 5 . 2 9 A a n d B . H e r e , t h e t h r e e - c l u s t e r K M C m a p
d i v i d e s t h e I O C l e s i o n i n t o r e c o g n i s a b l e r e g i o n s a s s o c i a t e d w i t h t h e o p t i c a l
i m a g e a n d f u n c t i o n a l g r o u p i m a g e s . T h e g r e e n p i x e l s ( r e g i o n I ) c o r r e s p o n d t o
a r e a s w i t h a h i g h c o n c e n t r a t i o n o f t u m o u r c e l l s . T h e r e d p i x e l s ( r e g i o n 1 1 )
r e p r e s e n t r e g i o n s c o n t a i n i n g n o c e l l s - i . e . , t h e d u c t o p e n i n g s , a n d r e g i o n s w i t h
a s i g n i f i c a n t l y l o w i n t e n s i t y o f p r o t e i n s ( v e r y t h i n s a m p l e t h i c k n e s s ) , a n d t h e
b l u e p i x e l s ( r e g i o n I l l ) a r e c e l l s w i t h s l i g h t l y l o w e r i n t e n s i t i e s o f p r o t e i n s ( a m i d e s
I a n d 1 1 ) a n d n u c l e i c a c i d s , i n c l u d i n g n o r m a l e p i t h e l i a l a n d s t r o m a l t i s s u e s . T h e
m e a n s p e c t r a f r o m b o t h g r e e n ( I ) a n d b l u e ( I l l ) c l u s t e r s e x h i b i t e d b a n d s d u e t o
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s w i t h s u b t l e s p e c t r a l v a r i a t i o n s ( b a n d s h i f t i n g a n d
i n t e n s i t i e s ) m a i n l y i n t h e a m i d e I b a n d a n d i n t h e n u c l e i c a c i d s b a n d r e g i o n
( 1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m - \ H o w e v e r , p e a k s a t t r i b u t e d t o b i o m o l e c u l e s ( a m i d e s a n d
n u c l e i c a c i d b a n d s ) w e r e o b s e r v e d i n t h e m e a n s p e c t r u m o f t h e n o n - c e l l c l u s t e r
( 1 1 ) , w h i c h i n d i c a t e s t h e r e a r e c e l l u l a r c o m p o n e n t s i n t h e p a r t s o f t h e t i s s u e s t h a t
C h ; l p l
C h a r a c l e r ' s a l l O n a n d Dlllerc~llallon 0 1 B , e a s l T I s s u e s u s i n n R S o e c l r o s c o o v ' 9 2
m a p o n t o t h e r e d p i x e l s . T h e r e f o r e , a t h r e e - c l u s t e r K M C a n a l y s i s i s n o t
s u f f i c i e n t t o d e l i n e a t e t h e m a j o r t i s s u e c o n t e n t .
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F i g u r e 5 . 2 9 . K - m e a n s c l u s t e r m a p s a n d t h e m e a n c l u s t e r s p e c t r a f r o m a I O C l e s i o n
u s i n g : ( A ) t h r e e - a n d ( B ) f i v e - c l u s t e r m e t h o d s i n t h e 1 8 0 0 - 9 5 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n .
I n d i v i d u a l c l u s t e r s a r e m a r k e d w i t h I , 1 1 o r I I I i n t h r e e - c l u s t e r m a p ; a n d A , B , C , 0 o r E i n
f i v e - c l u s t e r m a p .
T h e f i v e - c l u s t e r K M C m a p f u r t h e r d i v i d e s r e g i o n I o f t h e t h r e e - c l u s t e r
m a p ( F i g u r e 5 . 2 9 A ) , t h e e p i t h e l i a l c e l l c o m p o n e n t s ( g r e e n ) , i n t o t w o
c o m p o n e n t s ( r e g i o n s E - r e d a n d B - b l u e ) . R e g i o n E i s a s s o c i a t e d w i t h t h e
e p i t h e l i a l c e l l s s u r r o u n d i n g t h e d u c t l u m e n , w h i l e r e g i o n B i s a s s o c i a t e d w i t h t h e
p r o l i f e r a t e d e p i t h e l i a l c e l l s t h a t h a v e i n v a d e d t h e s u r r o u n d i n g b r e a s t t i s s u e s . I n
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e n s a t l o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 9 3
a d d i t i o n , t h e r e d p i x e l s ( 1 1 ) i n t h e t h r e e - c l u s t e r m a p a r e n o w s u b d i v i d e d i n t o t w o
g r o u p s ( r e g i o n s 0 - g r e e n a n d A - m a g e n t a ) i n t h e f i v e - c l u s t e r m a p . T h e d u c t
o p e n i n g ( r e g i o n D ) i s n o w s e p a r a t e d f r o m t h e r e g i o n A , w h i c h c o u l d b e d u e t o
a n u n e v e n s u r f a c e , a s t h e r e i s e v i d e n c e o f b a n d s a t t r i b u t e d t o b i o m o l e c u l e s
p r e s e n t i n t h e m e a n s p e c t r u m . A l t h o u g h c e l l p r o l i f e r a t i o n i s s e e n t o i n v a d e i n t o
t h e s u r r o u n d i n g t i s s u e , t h e m e a n s p e c t r u m o f r e g i o n 0 i n d i c a t e s s o m e
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t i s s t i l l p r e s e n t . T h i s m a y i n d i c a t e t h a t t u m o u r c e l l s a r e
c o n t a i n e d w i t h i n t h e d u c t l u m e n a t a r e l a t i v e l y l o w c o n c e n t r a t i o n a n d h a v e
s p r e a d a c r o s s t o o t h e r d u c t s w i t h i n t h e b r e a s t .
5 . 3 . 3 . 2 F C M C L U S T E R A N A L V S I S
F i v e - c l u s t e r f u z z y c - m e a n s c l u s t e r a n a l y s i s w a s u s e d t o a n a l y s e t h e I O C
l e s i o n . T h e s p e c t r a w e r e p r e - p r o c e s s e d u s i n g v e c t o r - n o r m a l i s a t i o n , a n d t h e
l i p i d V ( C H 2 ) r e g i o n ( 3 0 5 0 - 2 8 0 0 c m -
1
) , t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n ( 1 8 0 0 - 9 5 0 c m -
1
) ,
t h e a m i d e I r e g i o n ( 1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m -
1
) a n d t h e n u c l e i c a c i d r e g i o n ( 1 3 0 0 -
1 0 0 0 c m -
1
) w e r e s e l e c t e d f o r F C M a n a l y s i s . F i v e c l u s t e r s r e p r e s e n t t h e
m a j o r i t y o f t h e t i s s u e c o m p o n e n t s i n t h i s s p e c i f i c I O C r e g i o n ( d u c t o p e n i n g ,
e p i t h e l i a l c e l l s , c a n c e r o u s c e l l s , a d i p o s e t i s s u e s a n d c o n n e c t i v e t i s s u e s ) , a n d
t h e r e s u l t i n g c l u s t e r m a p s u s i n g t h e s e s p e c t r a l r e g i o n s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e
5 . 3 0 . I f t h e n u m b e r o f c l u s t e r s w a s f u r t h e r i n c r e a s e d ( > 5 ) , t h e i n t e r p r e t a t i o n o f
t h e F C M m a p s b e c a m e m o r e a m b i g u o u s i n t e r m s o f t h e k n o w n h i s t o p a t h o l o g y
r e s u l t s ( d a t a n o t s h o w n ) .
' 9 4
( D )
N u c l e i c a c i d s
1 3 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
( C )
A m i d e I
1 7 5 0 - 1 5 8 0 c m -
1
( B )
F i n g e r p r i n t
1 8 0 0 - 9 5 0 c m -
1
C l u s t e r
2
C l u s t e r
3
C l u s t e r
5
C l u s t e r
4
( A )
L i p i d
I 3 0 5 0 - 2 8 0 0 c m -
1
C l u s t e r
1
F i g u r e 5 . 3 0 . F i v e - c l u s t e r F C M I R a r e a i m a g e s f r o m F i g u r e 5 . 2 8 u s i n g t h e v e c t o r -
n o r m a l i s e d r e g i o n s d u e t o t h e : ( A ) l i p i d v ( C H
2
) b a n d ; ( B ) f i n g e r p r i n t b a n d s ; ( C ) a m i d e I
b a n d ; a n d ( D ) n u c l e i c a c i d b a n d s . C l u s t e r s 1 t o 5 r e f e r t o s p e c i f i c t i s s u e c o m p o n e n t s .
W h e n r e f e r e n c e d t o t h e h i s t o p a t h o l o g y r e p o r t , c l u s t e r 1 h i g h l i g h t s t h e
d u c t o p e n i n g i n a l l s p e c t r a l r e g i o n s ( F i g u r e s 5 . 3 0 A - O ) . E x t r a f e a t u r e s a r e
o b s e r v e d i n t h e n u c l e i c a c i d c l u s t e r i m a g e ( F i g u r e 5 . 3 0 0 ) . T h e s e e x t r a f e a t u r e s
a r e a l s o o b s e r v e d i n c l u s t e r 2 o f o t h e r s p e c t r a l r e g i o n m a p s , a n d a r e d u e t o t h e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 9 5
' u n e v e n ' s u r f a c e s o f t h e s e c t i o n s t h a t m a y b e a f f e c t e d b y t h e a n o m a l o u s
d i s p e r s i o n a r t e f a c t [ 3 8 , 5 3 ] . C l u s t e r s 3 a n d 5 a r e p r o p o s e d t o b e d u e t o t h e
s t r o m a l t i s s u e s , a n d a r e d o m i n a t e d b y c o l l a g e n ( p r o t e i n ) , a s i s e v i d e n t i n t h e
a m i d e I m a p . T h e r e a s o n t h a t t h e r e a r e t w o c l u s t e r s , a n d n o t o n e , c o u l d b e d u e
t o t h e s u b t l e s p e c t r a l v a r i a t i o n s i n t h e l o o s e l y a n d t i g h t l y p a c k e d s t r o m a l
t i s s u e s . R e g i o n s p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d a s c a n c e r o u s b y c o m p a r i n g t h e f i v e -
c l u s t e r K M C i m a g e ( r e g i o n 0 ) w i t h H & E s t a i n e d s e c t i o n a r e e v i d e n t i n c l u s t e r 4
o f t h e F C M i m a g e . T h i s c l u s t e r c l e a r l y e x h i b i t s s t r o n g i n t e n s i t i e s i n a l l i m a g e d
s p e c t r a l r e g i o n s , w h i c h c o r r e l a t e s w i t h t h e o p t i c a l i m a g e i n F i g u r e 5 . 2 8 A .
C h o o s i n g t h e c o r r e c t c l u s t e r a n a l y s i s i s i m p o r t a n t f o r s p e c t r a l
i n t e r p r e t a t i o n a n d c l a s s i f i c a t i o n o f t i s s u e c o m p o n e n t s t o e n s u r e h i g h c o r r e l a t i o n
e x i s t s b e t w e e n t h e c l u s t e r a n d h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s . H e r e , K M C i m a g e s u s i n g
t h r e e a n d f i v e c l u s t e r s p r o v i d e d t h e s i m p l e s t d i r e c t c o m p a r i s o n w i t h t h e H & E
s t a i n e d s e c t i o n s . F u r t h e r m o r e , t h i s s a m p l e d e m o n s t r a t e s t h a t t h e i n t e r p r e t a t i o n
o f F C M i m a g e s i s n o t s t r a i g h t f o r w a r d , a s s e e n i n t h e n u c l e i c a c i d F C M m a p s
( F i g u r e 5 . 3 0 0 ) .
5 . 4 C H A R A C T E R I S A T I O N O F B R E A S T L E S I O N S U S I N G S R - F T I R
M I C R O S P E C T R O S C O P Y
S y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n - b a s e d F T I R ( S R - F T I R ) m i c r o s p e c t r o s c o p y i s a
r e c e n t a p p r o a c h f o r t i s s u e d i a g n o s i s [ 3 2 , 3 3 , 4 9 - 5 7 ] s i n c e t h e i n c i d e n t l i g h t p e r
u n i t a r e a i s 1 0 0 - 1 0 0 0 t i m e s b r i g h t e r t h a n a c o n v e n t i o n a l g l o b a r s o u r c e
[ 2 3 , 3 7 , 6 1 ] . W h e n c o m p a r e d t o s i n g l e - p o i n t m i c r o s c o p y , t h e h i g h b r i g h t n e s s o f
t h e c o l l i m a t e d s y n c h r o t r o n s o u r c e a l l o w s a s m a l l e r a r e a ( - 1 0 x 1 0 ~m2) t o b e
p r o b e d p r o d u c i n g a s p e c t r u m w i t h a c c e p t a b l e S I N [ 2 3 , 3 7 , 6 1 ] . L i m i t e d r e s e a r c h
h a s b e e n p u b l i s h e d w h i c h u s e s S R - F T I m i c r o s p e c t r o s c o p y f o r c h a r a c t e r i s a t i o n
o f b r e a s t c a n c e r [ 2 , 6 2 ] . B a k e r e t a l . u t i l i s e d t h e a d v a n t a g e o f t h e s m a l l a p e r t u r e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 9 6
a v a i l a b l e i n S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y t o g e t h e r w i t h P C A t o m a p s u c c e s s f u l l y
a m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i n a m a l i g n a n t l e s i o n . P r e v i o u s l y , t h i s w a s n o t p o s s i b l e d u e
t o t h e s p a t i a l r e s o l u t i o n i n c o n v e n t i o n a l g l o b a r s o u r c e F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y
[ 2 ) .
I n t h e c u r r e n t r e s e a r c h , t h r e e b r e a s t d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n s
i n c l u d i n g t h o s e w i t h a f i b r o c y s t i c c h a n g e , a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S a n d a n
I D C w e r e m a p p e d u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y a t B e a m l i n e 1 4 A ,
N S R R C , T a i w a n . T h e s e s e c t i o n s w e r e t r e a t e d w i t h x y l e n e / h i s t o p u r e t o
m i n i m i s e s p e c t r a l c o n t a m i n a t i o n d u e t o p a r a f f i n ( S e c t i o n 4 . 4 ) . T h e a i m o f t h i s
s t u d y w a s t o e v a l u a t e t h e p o t e n t i a l o f t h e t e c h n i q u e t o p r o v i d e m o r e c h e m i c a l
i n f o r m a t i o n f r o m l e s i o n s , a n d t o e s t a b l i s h n e w a r e a s f o r o p t i m i s a t i o n o f
p r o t o c o l s f o r f u t u r e r e s e a r c h w i t h b e n c h t o p i n s t r u m e n t s .
5 . 4 . 1 B R E A S T D U C T
T h e S R - F T I R f u n c t i o n a l g r o u p m a p s f r o m a d u c t o f a b e n i g n f i b r o c y s t i c
c h a n g e a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 3 1 . T h e s e m a p s w e r e p l o t t e d u s i n g t h e b a n d
a r e a s a t t r i b u t e d t o p r o t e i n s ( a m i d e s I a n d 1 1 ) , l i p i d s ( v ( C H ) a n d ( \ ( C H ) ) , a n d
n u c l e i c a c i d s ( V ( P 0 2 " ) ) , ( F i g u r e s 5 . 3 1 B - 1 ) .
T h e l a r g e a r e a s h o w n i n g r e y / d a r k b l u e a n d o b s e r v e d i n a l l m a p s i s
a s s i g n e d t o t h e d u c t o p e n i n g s a n d t h e o t h e r s m a l l e r a r e a s a r e r e g i o n s t h a t
c o n t a i n e d a d i p o s e t i s s u e s , w h i c h w e r e d i s s o l v e d d u r i n g t h e F F P E s e c t i o n i n g .
T h i s o b s e r v a t i o n c o r r e l a t e d w e l l t o t h e o p t i c a l i m a g e ( F i g u r e 5 . 3 1 A ) . S i n c e
t h e r e a r e r e l a t i v e l y l o w e r i n t e n s i t i e s i n t h e a r e a m a r k e d w i t h c i r c l e o n t h e m a p s ,
t h e d u c t i s c l a s s i f i e d a s n o r m a l w i t h r e f e r e n c e t o t h e a d j a c e n t H & E s t a i n e d
s e c t i o n .
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F i g u r e 5 . 3 1 . ( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a D C I S b r e a s t F F P E s e c t i o n a n d ( B - 1 ) S R - F T I R
m a p s u s i n g t h e a r e a s o f d i a g n o s t i c b a n d s . M a p d i m e n s i o n ( x , y ) : 1 7 0 x 1 1 0 I " m
2
; s t e p
s i z e : 1 0 x 1 0 I " m
2
; a p e r t u r e : 1 5 x 1 5 I " m
2
; m i r r o r v e l o c i t y : 0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; 3 2 s c a n s ;
4 c m - ' ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n a n d 2 1 6 t o t a l s p e c t r a . B l a c k d o t t e d l i n e s : d u c t o p e n i n g ;
s q u a r e b o x : r e l a t i v e h i g h i n t e n s i t y a r e a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 4 h r .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 1 9 8
A s w i t h F P A F T I R i m a g i n g , t h e S R - F T I R f u n c t i o n a l g r o u p m a p s i l l u s t r a t e
t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e v a r i o u s t i s s u e c o m p o n e n t s . P r o t e i n i s e v e n l y d i s t r i b u t e d
a c r o s s t h e s e c t i o n a n d i s a t t r i b u t e d t o t h e e p i t h e l i a l c e l l s w i t h i n t h e d u c t a n d
c o l l a g e n i n t h e s t r o m a . I n t h e a r e a m a r k e d i n t h e n u c l e i c a c i d p l o t ( F i g u r e
5 . 3 1 1 ) , a r e l a t i v e l y h i g h c o n c e n t r a t i o n o f n u c l e i c a c i d s i s o b s e r v e d a n d t h i s
c o r r e l a t e s w i t h o t h e r f u n c t i o n a l g r o u p m a p s ( F i g u r e s 5 . 3 1 B - H ) . N o c a n c e r o u s
c e l l s a r e e x p e c t e d i n f i b r o c y s t i c c h a n g e , t h e r e f o r e , t h i s o b s e r v a t i o n m a y b e d u e
t o t h e r e l a t i v e l y t h i c k e r r e g i o n t h a t c o n t a i n s m o r e c e l l u l a r c o m p o n e n t s r e l a t i v e t o
t h e r e s t o f t h e m a p p e d s e c t i o n d u r i n g s e c t i o n i n g , a s s e e n o n t h e o p t i c a l i m a g e .
5 . 4 . 2 D C I S & I D C
I n o r d e r t o d e m o n s t r a t e t h e p o t e n t i a l o f s y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n b a s e d
F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y f o r c h a r a c t e r i s a t i o n o f b r e a s t t i s s u e s , t h e l o w - g r a d e
c r i b r i f o r m D C I S m e a s u r e d a t d i f f e r e n t l o c a t i o n a n d a n I D C s e c t i o n w e r e
m a p p e d u s i n g d i a g n o s t i c b a n d a r e a s , a n d t h e r e s u l t s p r e s e n t e d i n F i g u r e s 5 . 3 2
a n d 5 . 3 3 .
D C I S ( F i g u r e 5 . 3 2 ) : T h e b r i g h t a r e a o n t h e o p t i c a l i m a g e c o r r e s p o n d s t o
t h e D C I S t i s s u e , w h e r e a s t h e d a r k e r a r e a o n t h e l e f t c o n t a i n s n o t i s s u e s , i . e . ,
t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e s u r f a c e . T h e n o n - t i s s u e a r e a o n t h e l e f t m a r k e d i n g r e y
c o l o u r c l e a r l y d e s c r i b e s t h e s u r f a c e o f t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e , w h i l e t h e m a r k e d
a r e a ( w h i t e ) i s a s c r i b e d t o t h e d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s . T i s s u e c o m p o n e n t s
w e r e l o c a t e d i n t h e r e g i o n w i t h m e d i u m t o h i g h i n t e n s i t y . T h e r e d a r e a s a r e
i n d i c a t i v e o f h i g h c e l l u l a r a c t i v i t i e s . H o w e v e r , t h e r e w e r e o n l y 1 9 2 s p e c t r a
c o l l e c t e d i n t h i s m a p ( 1 1 0 x 3 5 I l m
2
) u s i n g t h e s t e p s i z e o f 1 0 x 1 0 I l m
2
w h i c h
d i d n o t p r o v i d e e n o u g h s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n t d a t a f o r m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s , c o m p a r e d w i t h t h e d a t a c o l l e c t e d b y t h e F P A - F T I R i m a g i n g t e c h n i q u e .
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F i g u r e 5 . 3 2 . ( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a n u n s t a i n e d D C I S b r e a s t F F P E s e c t i o n
( d e p a r a f f i n i s e d ) a n d ( B - 1 ) S R - F T I R f u n c t i o n a l g r o u p i n t e n s i t y m a p s . M a p d i m e n s i o n
( x , y ) : 1 1 0 x 3 5 f l m
2
; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 f l m
2
; a p e r t u r e : 1 5 x 1 5 f l m 2 ; m i r r o r v e l o c i t y :
0 . 4 7 4 7 c m 5 - ' ; 3 2 s c a n s ; 4 c m - ' r e s ; 1 9 2 t o t a l s p e c t r a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 3 h r .
(h
( E ) v s ( C H
2
)
~ .
. l
-
) : , . . - - - " \
. , ' " I
" ; 1 ,
. . . . , '
~J" _ _ \
, I '
,
•
t
,
[ ' ' - - N o c e l l s
,
"
. . . . . . . - . t I I
. . . . . .~
•,
. . - - - - - - - _ 1
C e l l s
( 8 ) A m i d e A
L o w
N o c e l l s
I ( H ) , & ( C H
2
)
F i g u r e 5 . 3 3 . ( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a n u n s t a i n e d m a l i g n a n t b r e a s t F F P E s e c t i o n
( d e p a r a f f i n i s e d ) a n d ( B - 1 ) S R - F T I R f u n c t i o n a l g r o u p i n t e n s i t y m a p s . M a p d i m e n s i o n
( x , y ) : 1 8 0 x 1 3 0 f 1 m 2 ; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 f l m 2 ; a p e r t u r e : 1 5 x 1 5 f 1 m 2 ; m i r r o r v e l o c i t y :
0 . 4 7 4 7 c m s - ' ; 1 6 s c a n s ; 4 c m - ' r e s . ; a n d 2 6 6 t o t a l s p e c t r a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 3
h r .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 1
t D C ( F i g u r e 5 . 3 3 ) : T h e a r e a s m a r k e d i n b l u e o r g r e y ( I o w
c o n c e n t r a t i o n s ) a r e d u e t o t h e d u c t o p e n i n g ( l e f t ) a n d t h e d i s s o l v e d a d i p o s e
t i s s u e s . A r e a s w i t h h i g h c o n c e n t r a t i o n s ( r e d ) o f p r o t e i n b a n d s ( a m i d e A , I a n d 1 1
b a n d s ) a n d t h e n u c l e i c a c i d s a r e i n d i c a t i v e o f a h i g h e r c e l l d e n s i t y o r c e l l n u c l e i
a t t h e s e l o c a t i o n s t h a n i n t h e r e s t o f t h e t i s s u e i m a g e . T h e s e a r e a s ( m a r k e d
w i t h b l u e - d o t t e d l i n e s ) w e r e c o n s i s t e n t w i t h t h e a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n s .
T h e t u m o u r c e l l s f o u n d i n t h e l e s i o n a r e i n d i c a t e d b y t h e e l e v a t e d
c o n c e n t r a t i o n o f d i a g n o s t i c b a n d s . A s s h o w n i n F i g u r e 5 . 3 3 , t h e m e d i u m - t o -
h i g h i n t e n s i t i e s o f a m i d e A , I a n d I I I f u n c t i o n a l g r o u p m a p s ( F i g u r e s 5 . 3 3 8 , F
a n d G ) , a n d n u c l e i c a c i d m a p s i n F i g u r e 5 . 3 3 1 o b s e r v e d i n t h e t i s s u e r e g i o n s
a r e i n d i c a t i v e o f c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w h e n r e f e r e n c e d t o t h e o p t i c a l i m a g e a n d
H & E s t a i n e d s e c t i o n . T h e a r e a s d i s p l a y e d w i t h d a r k b l u e o r g r e y c o l o u r s a r e
t h e a r e a s w i t h o u t t i s s u e s .
5 . 4 . 3 D C I S D I S P L A Y I N G C R I B R I F O R M A R C H I T E C T U R E
T h e d e p a r a f f i n i s e d F F P E D C I S b r e a s t s e c t i o n w a s e x a m i n e d u s i n g S R -
F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y t o d e t e r m i n e w h a t a d d i t i o n a l i n f o r m a t i o n , i f a n y , c o u l d
b e o b t a i n e d c o m p a r e d t o t h e F P A - F T I R i m a g i n g d a t a . F i g u r e 5 . 3 4 p r e s e n t s t h e
p h o t o m i c r o g r a p h o f t h e s a m e u n s t a i n e d D C I S s e c t i o n u s e d i n F P A - F T I R
i m a g i n g a n d t h e H & E s t a i n e d D C I S c r y o s e c t i o n ( S e c t i o n 5 . 3 . 2 ) . T h e b o x
i n d i c a t e s t h e a r e a o f t h e l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S m a p p e d a n d t h e r e s u l t a n t
f u n c t i o n a l g r o u p m a p s a r e d e p i c t e d i n F i g u r e s 5 . 3 4 C - F ( m a p d i m e n s i o n s : 2 4 0 x
2 1 0 [ . 1 m
2
) .
T h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s c o n s t r u c t e d f r o m t h e n u c l e i c a c i d s b a n d s ,
V a s ( p 0 2 - ) a n d V s ( P 0 2 - ) , w e r e u n a b l e t o b e o b t a i n e d i n t h i s p a r t i c u l a r s t U d y d u e
C , h a p t n l ~ ( ~m3( l e r s a I L o n a n d D I I l " ' f 1 1 1 a l i o n o f B r e : w t T , s s , , E S uSln~ R ' ; p e l l " , s , o p y 2 0 2
t o t h e p o o r S I N r a t i o o b t a i n e d b e l o w 1 3 0 0 c m - ' . T h i s w a s d u e t o t h e i n s t r u m e n t
p a r a m e t e r s t h a t w e r e u s e d a t t h e t i m e o f t h i s e x p e r i m e n t , a s e v i d e n t i n t h e
e x t r a c t e d i n f r a r e d s p e c t r a i n F i g u r e 5 . 3 5 . S u b s e q u e n t v i s i t s p r o d u c e d i m p r o v e d
r e s u l t s a s t h e s e i n s t r u m e n t p a r a m e t e r s w e r e o p t i m i s e d .
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F i g u r e 5 . 3 4 . O p t i c a l i m a g e s o f : ( A ) u n s t a i n e d ; a n d ( B ) a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n s .
T h e a r e a i m a g e d i s m a r k e d b y a b l a c k s q u a r e . S R · F T I R m a p s o f a D C I S b r e a s t d u c t
a r e b a s e d o n t h e a r e a u n d e r t h e b a n d f o r : ( C ) a m i d e A ( 3 6 3 0 - 3 1 1 5 c m - ' ) ; ( D ) a m i d e I
( 1 7 1 8 - 1 5 8 8 c m - ' ) ; ( E ) v ( C H ) r e g i o n ( 2 9 8 9 - 2 7 8 6 c m - ' ) ; ( F ) v
a
s ( C H
2
) ( 2 9 4 3 - 2 8 7 5 c m - ' ) ;
a n d ( G ) v
s
( C H
2
) ( 2 8 6 3 - 2 8 1 8 c m - ' ) . M a p d i m e n s i o n s ( x , y ) : 2 4 0 x 2 1 0 f l m 2 ( W x H ) ;
a p e r t u r e s i z e : 1 5 x 1 5 1 - ' m
2
; s t e p s i z e : 1 0 x 1 0 I - ' m
2
, m i r r o r v e l o c i t y : 0 . 4 7 4 7 c m s o , ; 3 2
s c a n s ; 4 c m - ' ; x 3 2 m a g n i f i c a t i o n ; a n d 6 0 0 t o t a l s p e c t r a . A c t u a l c o l l e c t i o n t i m e : 1 0 h r .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 3
F i g u r e s 5 . 3 4 C a n d 0 d i s p l a y t h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s p l o t t e d u s i n g t h e
a r e a s u n d e r t h e a m i d e A ( 3 6 2 0 - 3 1 1 5 c m -
1
) a n d a m i d e I ( 1 7 2 0 - 1 5 9 0 c m -
1
)
b a n d s , r e s p e c t i v e l y . A s d i s c u s s e d e a r l i e r , t h e r e l a t i v e i n t e n s i t i e s o f t h e s e a m i d e
b a n d s a r e i n d i c a t i v e o f t h e c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n ( e . g . , s t r o m a a n d t u m o u r c e l l s ) .
P r o t e i n s a p p e a r t o b e e v e n l y d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t t h e c r i b r i f o r m d u c t ( g r e e n ) ,
a l t h o u g h t h e r e a r e s e v e r a l a r e a s ( r e d ) d i s p l a y i n g h i g h l e v e l s o f c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n . T h i s d i s t r i b u t i o n i s a s s o c i a t e d w i t h t h e p r o t e i n s a t t r i b u t e d t o t h e
e p i t h e l i a l a n d i n t r a l o b u l a r s t r o m a l t i s s u e s , a s e v i d e n c e d i n t h e H & E s t a i n e d
s e c t i o n ( F i g u r e 5 . 3 4 B ) . T h e a r t e f a c t , m a r k e d i n t h e a m i d e I m a p ( F i g u r e
5 . 3 4 0 ) , w a s d u e t o t h e r a n d o m n o i s e i n t h e s y n c h r o t r o n b e a m l i n e a n d w a s
u n a b l e t o b e e l i m i n a t e d f r o m t h e d a t a . T h e a r e a s o f l o w i n t e n s i t y ( p u r p l e / b l u e )
a r e i n d i c a t i v e o f d u c t o p e n i n g s , w h i c h d o n o t c o n t a i n a n y p r o l i f e r a t i v e c e l l s .
T h e s e a r e a s a r e i n t e r s p e r s e d w i t h t h e e p i t h e l i a l t i s s u e a n d a r e c h a r a c t e r i s t i c o f
t h e c r i b r i f o r m O C I S [ 5 6 , 6 3 ] . A r e p r e s e n t a t i v e i n f r a r e d s p e c t r u m c o l l e c t e d w i t h i n
a d u c t o p e n i n g i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 3 5 A ( i ) a n d i s d e v o i d o f f e a t u r e s a s
e x p e c t e d .
F i g u r e 5 . 3 4 E d e p i c t s t h e i n f r a r e d m a p s t h a t a r e p l o t t e d u s i n g t h e e n t i r e
v ( C H ) r e g i o n , w h i c h c o n t a i n s o v e r l a p p i n g b a n d s o f p r o t e i n s , l i p i d s , a n d n u c l e i c
a c i d s [ 3 1 ] . H i g h l i p i d c o n t e n t r e s u l t s i n i n c r e a s e d i n t e n s i t i e s o f t h e b a n d s d u e t o
t h e v a s ( C H
2
) a n d V s ( C H 2 ) m o d e s a t 2 9 3 0 a n d 2 8 5 0 c m - \ r e s p e c t i v e l y [ 3 1 ] .
F u n c t i o n a l g r o u p m a p s b a s e d o n t h e a r e a s o f t h e s e t w o b a n d s a r e p r e s e n t e d i n
F i g u r e s 5 . 3 4 F a n d G , r e s p e c t i v e l y . T h e s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d f r o m a n a r e a
w i t h i n t h e c r i b r i f o r m O C I S d u c t l u m e n , n o a d i p o s e t i s s u e s w o u l d b e p r e s e n t ,
t h e r e f o r e , t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e v ( C H
2
) b a n d s o b s e r v e d i n t h e m a r k e d r e g i o n
( F i g u r e s 5 . 3 4 F a n d H ) a r e a t t r i b u t e d t o t h e p h o s p h o l i p i d s a n d l i p o p r o t e i n s o f t h e
r a c l e r , s a t l o r a n d O , f f e r e n t l : l ' , o r r , - ' 3 r e a s . S f - U " S l s , n g I R S p e c ! ' 1 S C ' l P Y 2 0 4
c e l l m e m b r a n e s o f t h e t u m o u r c e l l s [ 8 , 2 9 ) . T h e a r e a s h o w n w i t h a r r o w s a p p e a r
t o b e a b s e n t i n t h e a m i d e m a p s a n d a r e l i k e l y t o b e d u e t o l a c t a t i o n p r o d u c t s
f o u n d w i t h i n t h e d u c t l u m e n .
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W a v e n u m b e r ( C m - I )
B )
F i g u r e 5 . 3 5 . N o r m a l i s e d I R s p e c t r a e x t r a c t e d a t v a r i o u s p o i n t s ( i ) t o ( v i ) i n F i g u r e 5 . 3 4
o f t h e D C I S s e c t i o n u s i n g S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y i n t h e s p e c t r a l r e g i o n o f : ( A )
4 0 0 0 - 1 2 0 0 c m - I ; a n d ( B ) 1 8 0 0 - 1 2 0 0 c m - I .
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 5
T h e b a n d i n t e n s i t i e s i n t h e F T I R s p e c t r a ( i - v i i ) e x t r a c t e d f r o m n u m e r o u s
l o c a t i o n s w i t h i n t h e D C I S s e c t i o n w e r e n o r m a l i s e d t o t h e i n t e n s i t y o f t h e a m i d e I
b a n d a n d t h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 5 . 3 5 . S p e c t r u m ( i ) f r o m t h e e m p t y
d u c t o p e n i n g c o n t a i n s n o i n f o r m a t i o n , a s e x p e c t e d ; s p e c t r a ( i i ) , ( v ) a n d ( v i ) w e r e
e x t r a c t e d f r o m a r e a s w i t h i n t h e i m a g e t h a t d i s p l a y e d t h e h i g h e s t p r o t e i n l e v e l s .
O f n o t e a r e t h e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e l i n e s h a p e a n d p o s i t i o n o f t h e a m i d e
I b a n d s h o w n i n F i g u r e 5 . 3 5 B . T h e s h i f t i n t h e p o s i t i o n o f t h e a m i d e I b a n d
s u g g e s t s t h a t t h e p r e d o m i n a t e s e c o n d a r y s t r u c t u r e o f t h e p r o t e i n d i f f e r s w i t h i n
t h e s a m p l e [ 9 ] .
R e g i o n ( I ) 3 7 0 0 - 3 0 0 0 c m -
1
: T h i s s p e c t r a l r e g i o n s h o w s t h e a m i d e A a n d
B b a n d s a r e p r e s e n t i n t h e s a m e p o s i t i o n s i n d i f f e r e n t t i s s u e l o c a t i o n s , e x c e p t
t h e d u c t o p e n i n g ( i i ) , w h i c h c o n t a i n s n o c e l l u l a r a c t i v i t y . T h i s c o r r e l a t e s w i t h t h e
b l u e / p u r p l e a r e a s i n t h e a m i d e A m a p o f F i g u r e 5 . 3 4 .
R e g i o n ( I t ) 3 0 0 0 - 2 8 0 0 c m -
1
: T h e r e l a t i v e i n t e n s i t i e s o f t h e v ( C H
2
) b a n d s
a r e h i g h i n s p e c t r a ( i i i ) , ( i v ) a n d ( v i i ) . T h e s e s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d f r o m a r e a s
c o n t a i n i n g m a i n l y o f e p i t h e l i a l t i s s u e s a n d t h e h i g h i n t e n s i t y o f l i p i d s i s p r o p o s e d
t o b e d u e t o t h e c e l l w a l l m e m b r a n e s . B y c o n t r a s t , t h e V ( C H 2 ) b a n d s a r e o f
m e d i u m i n t e n s i t y i n s p e c t r a ( i i ) , ( v ) a n d ( v i ) , a n d a r e l o w ( b l u e ) i n t h e d u c t
o p e n i n g a t p o s i t i o n ( i ) .
R e g i o n ( I l l ) 1 8 0 0 - 1 3 0 0 c m -
1
: T h e i n f r a r e d s p e c t r a c o l l e c t e d a t p o s i t i o n s
( i i ) , ( i i i ) a n d ( v i i ) i n t h e t i s s u e , d i s p l a y a m i d e I b a n d s o f s t r o n g i n t e n s i t y a t
1 6 4 8 c m -
1
, w h i l e s t r o n g a m i d e I b a n d s c e n t r e d a t 1 6 5 7 c m -
1
a r e o b s e r v e d i n
( i v ) , ( v ) a n d ( v i ) . T h e 1 6 4 8 c m -
1
b a n d i n d i c a t e s t h e p r o t e i n i s p r e d o m i n a t e l y i n a
l 3 - s h e e t c o n f o r m a t i o n , w h e r e a s t h e b a n d a t 1 6 5 7 c m -
1
i s f r o m a p r o t e i n
p r e d o m i n a t e l y i n a n a - h e l i x c o n f o r m a t i o n [ 9 ] . T h e s h i f t s o f a m i d e I a b s o r p t i o n
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 6
f r o m a n a - h e l i x t o l 3 - s h e e t c o m p o n e n t , t o g e t h e r w i t h t h e h i g h i n t e n s i t i e s o f t h e
b a n d s d u e t o V ( C H 2 ) f o u n d i n ( i i ) a n d ( i i i ) i s l i k e l y t o b e d u e t o t h e l i p o p r o t e i n
l a y e r s o f e p i t h e l i a l c e l l w a l l s w i t h i n t h e d u c t l u m e n . I n c o n t r a s t , s p e c t r a ( i v ) , ( v )
a n d ( v i ) m a y b e a s s o c i a t e d w i t h t h e t u m o u r c e l l s , a s s u g g e s t e d b y t h e d o m i n a n t
a - h e l i x p r o t e i n s t r u c t u r e [ 9 ] . S p e c t r u m ( v i i ) h a s a m e d i u m - t o - h i g h v ( C H ) b a n d
i n t e n s i t y b u t a v e r y l o w a m i d e b a n d i n t e n s i t y o f t h e c o n t r i b u t i o n s o n t h e
f u n c t i o n a l g r o u p m a p s ( b l u e ) . T h i s i s i n d i c a t i v e o f c e l l s f o u n d i n t h e d u c t l u m e n
w i t h i n t h e c r i b r i f o r m d u c t a n d m a y b e a s s o c i a t e d w i t h m i l k e x p r e s s i o n , b u t
f u r t h e r a n a l y s e s a r e r e q u i r e d t o c o n f i r m t h i s h y p o t h e s i s .
5 . 5 C O N C L U S I O N S
T h r e e i n f r a r e d t e c h n i q u e s , s i n g l e - p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p y , F P A - F T I R
i m a g i n g a n d S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y , w e r e u s e d t o c h a r a c t e r i s e a n d
d i f f e r e n t i a t e b r e a s t l e s i o n s . T h e p r e s e n t s t u d y d e m o n s t r a t e s t h a t b e n i g n , i n - s i t u
c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t l e s i o n s i n b r e a s t t u m o u r t i s s u e s e c t i o n s c a n b e
d i f f e r e n t i a t e d b a s e d o n t h e i r I R s p e c t r a . T h r e e d i s c r e t e s p e c t r a l r e g i o n s w e r e
a n a l y s e d , o f w h i c h t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n ( 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m ·
1
) p r o v i d e d t h e
d i a g n o s t i c b a n d s t h a t w e r e c o m m o n l y u s e d f o r t i s s u e d i f f e r e n t i a t i o n i n t h i s
r e s e a r c h a n d i n t h e l i t e r a t u r e [ 2 - 2 8 ] . T h i s i s t h e f i r s t I R s p e c t r o s c o p i c s t u d y
u n d e r t a k e n w h i c h s p e c i f i c a l l y l o o k s a t t h e s e t y p e o f l e s i o n s u s i n g F P A - F T I R
i m a g i n g a n d S R - F T I R m a p p i n g ( i . e . , f i b r o c y s t i c c h a n g e , D C I S a n d I D C ) .
T h e v i s u a l e x a m i n a t i o n o f i n f r a r e d s p e c t r a f r o m b r e a s t l e s i o n s w a s
p r o v e d t o b e u n r e l i a b l e , d u e t o s i m i l a r i t i e s o f s p e c t r a f r o m d i f f e r e n t t y p e s o f
l e s i o n s a s s h o w n i n S e c t i o n 5 . 2 . C u r v e - f i t t i n g a n d s e c o n d - d e r i v a t i v e s w e r e
a p p l i e d t o t h e r a w I R d a t a t o r e s o l v e t h e b a n d s a t t r i b u t e d t o b i o m o l e c u l e s
( p r o t e i n s , l i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s ) . P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s a n d
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 7
h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s s u c c e s s f u l l y s e p a r a t e d s p e c t r a o b t a i n e d f r o m
m a l i g n a n t l e s i o n s a n d t h o s e o b t a i n e d f r o m b e n i g n l e s i o n s u s i n g s i n g l e - p o i n t
m i c r o s p e c t r o s c o p y o v e r t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
. P C A c l e a r l y
d i s t i n g u i s h e d t h e s p e c t r a o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s f r o m t h e s p e c t r a o f b e n i g n
f i b r o a d e n o m a s a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a s . A l t h o u g h t h e s p e c t r a o f I D C a n d I L C
s e c t i o n s w e r e n o t c l e a r l y s e p a r a t e d u s i n g t h e r a w d a t a , P C A u s i n g s e c o n d -
d e r i v a t i v e s o f t h e s p e c t r a d i s t i n g u i s h e d b o t h I D C a n d I L C l e s i o n s f r o m e a c h
o t h e r . T w o p r e - c 1 a s s i f i e d I D C u n s t a i n e d l e s i o n s w e r e c l u s t e r e d a s D C I S , w h i c h
c o u l d b e a s s o c i a t e d w i t h t h e c o - e x i s t e n c e o f t h e m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s f r o m
D C I S ( l R m e a s u r e m e n t t a k e n ) a n d I D C . S i m i l a r l y , H C A d i f f e r e n t i a t e d b e n i g n
a n d m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n s u s i n g t h e c o m b i n a t i o n o f s p e c t r a l r e g i o n s . T w o
b r e a s t l e s i o n s w i t h o u t p r i o r k n o w l e d g e t o t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l o u t c o m e s w e r e
c l a s s i f i e d a s f i b r o c y s t i c c h a n g e s u s i n g H C A , w h i c h w e r e t h e n c o r r e l a t e d w i t h
t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l r e s u l t s . T h e I R s p e c t r a o f t w o p r e - c l a s s i f i e d m a l i g n a n t
I D C t i s s u e s e c t i o n s w e r e c l u s t e r e d u s i n g H C A w i t h i n t h e D C I S ( D ) s u b - g r o u p .
T h e s e t w o l e s i o n s w e r e s u b s e q u e n t l y s t a i n e d a f t e r I R a n a l y s i s a n d
h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s c o n f i r m e d t h a t t h e s e l e s i o n s w e r e , i n f a c t , h i g h - g r a d e
D C I S i n w h i c h c e l l p r o l i f e r a t i o n w a s i n t h e p r o c e s s o f i n v a d i n g t h r o u g h t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e , a s e v i d e n t f r o m t h e a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n . T h e
H C A c l a s s i f i c a t i o n a n d s u b s e q u e n t h i s t o p a t h o l o g y e x a m i n a t i o n o v e r r u l e d t h e
o r i g i n a l c l a s s i f i c a t i o n o f b e i n g m a l i g n a n t I D C .
S p e c t r a l c l a s s i f i c a t i o n o f b e n i g n , i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t
l e s i o n s u s i n g P C A a n d H C A w e r e a c h i e v e d w i t h o v e r a l l s e n s i t i v i t i e s o f 1 0 0 / 1 0 0
( P C A / H C A ) , 1 0 0 / 7 8 a n d 9 2 / 9 1 % , a n d s p e c i f i c i t i e s o f 1 0 0 / 9 4 , 9 6 / 9 6 a n d
1 0 0 / 1 0 0 % , r e s p e c t i v e l y . T h e r e s u l t s w e r e c o m p a r a b l e w i t h p r e v i o u s r e s e a r c h
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 8
u s i n g 1 H M R S w h i c h d i s t i n g u i s h e d m a l i g n a n t t i s s u e s f r o m b e n i g n l e s i o n s w i t h
s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f 9 5 a n d 9 6 p e r c e n t , r e s p e c t i v e l y [ 5 1 ] .
I n t h i s r e s e a r c h , v a r i o u s s p e c t r o s c o p i c t e c h n i q u e s w e r e u s e d t o o b t a i n
s p e c t r a l i n f o r m a t i o n t h a t c o u l d c h a r a c t e r i s e a n d d i f f e r e n t i a t e b r e a s t l e s i o n s . I t
w a s d e d u c e d t h a t b y c o m b i n i n g t h e f o c a l - p l a n e a r r a y F T I R i m a g i n g w i t h
m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , i n p a r t i c u l a r k - m e a n s c l u s t e r i n g , i n f o r m a t i o n t h a t
c o u l d b e e a s i l y i n t e r p r e t e d b y s p e c t r o s c o p i s t s a n d p a t h o l o g i s t s w a s o b t a i n e d .
T h i s m e t h o d o l o g y w a s b a s e d o n t h e c o l l e c t i o n o f m u l t i p l e s p e c t r a
s i m u l t a n e o u s l y ( 4 0 9 6 s p e c t r a ) u s i n g a f o c a l - p l a n e a r r a y i n a r e l a t i v e l y s h o r t t i m e
« 5 m i n ) , c o m p a r e d t o t h e s i n g l e - p o i n t m a p p i n g i n b o t h c o n v e n t i o n a l g l o b a r -
s o u r c e a n d s y n c h r o t r o n - s o u r c e F T I R m a p p i n g ( > 2 h r ) . H o w e v e r , t h e r e i s
l i m i t e d p u b l i s h e d r e s e a r c h o n I R i m a g i n g o f b r e a s t l e s i o n s [ 1 0 , 1 1 , 4 2 ] a n d t h e r e
i s a n e e d t o i m p r o v e c u r r e n t b r e a s t c a n c e r d i a g n o s t i c r e s e a r c h u s i n g F P A - F T I R
i m a g i n g . P r i o r t o a n y m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ( M S A ) b e i n g a p p l i e d t o t h e
i m a g i n g d a t a , t h e t i s s u e c o m p o s i t i o n w a s e x a m i n e d u s i n g t h e a d j a c e n t H & E
s t a i n e d s e c t i o n i n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e o p t i m a l c l u s t e r s u s e d f o r t h e s p e c i f i c
t i s s u e s e c t i o n .
T h r e e d e p a r a f f i n i s e d F F P E b r e a s t s e c t i o n s , i n c l u d i n g a n o r m a l b r e a s t
d u c t , a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S a n d a n I D C , w e r e i m a g e d a n d a n a l y s e d u s i n g
K M C , F C M a n d / o r P C A . F i v e c l u s t e r s w e r e p r o v e d t o b e s t i d e n t i f y t h e m a j o r
t i s s u e c o m p o n e n t s w i t h i n t h e l e s i o n s . T h e s e c o m p o n e n t s i n c l u d e d e p i t h e l i a l
c e l l s , t u m o u r c e l l s , s t r o m a l t i s s u e s , d u c t o p e n i n g s / d i s s o l v e d a d i p o s e t i s s u e s
a n d b a s e m e n t m e m b r a n e s , w h i c h e x h i b i t e d s i g n i f i c a n t s p e c t r a l f e a t u r e s
p a r t i c u l a r l y i n t h e f i n g e r p r i n t r e g i o n . A s s h o w n b y t h e s p e c t r a c o l l e c t e d u s i n g
s i n g l e - p o i n t F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y , e a c h b r e a s t d i s e a s e c o n d i t i o n h a d
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 0 9
c h a r a c t e r i s t i c m o r p h o l o g i c a l a n d s p e c t r a l f e a t u r e s t h a t c o u l d b e d i s t i n g u i s h e d
u s i n g M S A . T h e M S A t e c h n i q u e s e x a m i n e d t h e s p e c t r a l s i m i l a r i t i e s f r o m e a c h
r e c o r d e d p i x e l e l e m e n t o f t h e I R i m a g i n g h y p e r s p e c t r a l c u b e a n d t h e r e s u l t i n g
c l u s t e r m a p s w e r e a s s i g n e d t o s p e c i f i c t i s s u e c o m p o n e n t s ( c o l o u r s ) t h a t w e r e
w e l l - c o r r e l a t e d t o t h e h i s t o p a t h o l o g y . I n s u f f i c i e n t c l u s t e r n u m b e r s « 3 ) u s e d i n
M S A d i s t i n g u i s h e d t h e m a j o r t i s s u e c o m p o n e n t s , L e . , c e l l s a n d n o n - c e l l u l a r
c o m p o n e n t s , b u t t h e e x t r a c t e d m e a n s p e c t r a c l e a r l y d e m o n s t r a t e d t h a t b a n d s
d u e t o b i o m o l e c u l e s w e r e s t i l l p r e s e n t i n t h e c l u s t e r o f n o n - c e l l u l a r c o m p o n e n t s
( F i g u r e 5 . 2 1 ) , w h i l e a n e x c e s s i v e n u m b e r ( > 5 ) o f c l u s t e r s c o u l d p r o d u c e
a m b i g u o u s i m a g e s w h e n t h e r e a r e m o r e c l u s t e r s t h a n k n o w h i s t o p a t h o l o g i c a l
f e a t u r e s .
S y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n s o u r c e F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y w a s u s e d t o
i n v e s t i g a t e t h e d i a g n o s t i c p o t e n t i a l f o r c a n c e r r e s e a r c h . T h e a d v a n t a g e o f S R -
F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y i s t h a t t h e i n c i d e n t l i g h t p e r u n i t a r e a i s 1 0 0 - 1 0 0 0 t i m e s
b r i g h t e r t h a n a c o n v e n t i o n a l g l o b a r s o u r c e , w h i c h p r o d u c e s a s p e c t r u m w i t h
a c c e p t a b l e S I N r a t i o i n a s m a l l a p e r t u r e ( - 1 0 x 1 0 I l m 2 ) [ 2 3 , 3 7 , 6 1 ] . C u r r e n t l y ,
t h e r e a r e t w o p U b l i s h e d s t u d i e s o n b r e a s t c a n c e r u s i n g S R - F T I R
m i c r o s p e c t r o s c o p y [ 2 , 6 2 ] . B a k e r e t a l . u t i l i s e d t h e a d v a n t a g e o f t h e s m a l l
a p e r t u r e a v a i l a b l e i n S R - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y t o g e t h e r w i t h P C A t o m a p
s u c c e s s f u l l y a m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i n a m a l i g n a n t l e s i o n [ 2 ] . L i u , e t a l . e x a m i n e d
t h e s p e c t r a l d i f f e r e n t b r e a s t d i s e a s e s u s i n g s i n g l e - p o i n t S R - F T I R
m i c r o s p e c t r o s c o p y [ 6 2 ] . I n t h e c u r r e n t s t u d y , t h r e e d e p a r a f f i n i s e d b r e a s t F F P E
s e c t i o n s , a f i b r o c y s t i c c h a n g e , a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S a n d a n I D C , w e r e
m a p p e d . A l t h o u g h , r e l a t i v e l y w e a k s i g n a l s w e r e o b s e r v e d b e l o w 1 3 0 0 c m -
1
i n
a l l t i s s u e s p e c t r a , t h e f u n c t i o n a l g r o u p m a p s w e r e h i g h l y c o r r e l a t e d t o t h e t i s s u e
C h a p t e r 0 5 - C h a r a c t e r i s a t i o n a n d D i f f e r e n t i a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g I R S p e c t r o s c o p y 2 1 0
c o m p o n e n t s i n H & E s t a i n e d s e c t i o n s .
W i t h a n o v e r a l l s e n s i t i v i t y o f 9 7 . 3 % a n d s p e c i f i c i t y o f 9 8 . 5 % f o r b r e a s t
l e s i o n c l a s s i f i c a t i o n ( P C A ) u s i n g t h e m i d - i n f r a r e d r e g i o n , i n f r a r e d
m i c r o s p e c t r o s c o p y i s a p r o v e n s u p p o r t i v e t e c h n i q u e t o t h e g o l d s t a n d a r d o f
h i s t o p a t h o l o g y a n d m a g n e t i c r e s o n a n c e s p e c t r o s c o p y f o r c a n c e r d i a g n o s i s . I t
i s e n v i s a g e d t h a t f u r t h e r d e v e l o p m e n t o f i n s t r u m e n t a t i o n a n d c o m p u t e r s o f t w a r e
w i l l e v e n t u a l l y m e a n i n f r a r e d m i c r o s p e c t r o s c o p y w i l l b e a s t a n d - a l o n e t e c h n i q u e
f o r c a n c e r d i a g n o s i s .
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C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 1 6
6 . 1 S A M P L E O P T I M I S A T I O N
T h e s a m p l e p r e s e n t a t i o n m e t h o d s u s e d i n R a m a n s p e c t r o s c o p y a r e
s i m i l a r t o t h o s e u s e d i n h i s t o p a t h o l o g y a n d I R s p e c t r o s c o p y . S a m p l e
o p t i m i s a t i o n f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y i n c l u d e s : t h e s e l e c t i o n o f l a s e r
e x c i t a t i o n ( s ) ; t h e e v a l u a t i o n o f t h e d i a g n o s t i c u t i l i t y o f c r y o s e c t i o n s a n d F F P E
s e c t i o n s f o r p a t h o l o g y ; t h e e f f e c t o f t i s s u e d e h y d r a t i o n ; a n d t h e s e l e c t i o n o f
o p t i m a l t i s s u e t h i c k n e s s a n d m o u n t i n g s u b s t r a t e .
6 . 1 . 1 S E L E C T I O N O F L A S E R E X C I T A T I O N
F i g u r e 6 . 1 c o m p a r e s t h e R a m a n s p e c t r a o f 2 0 - l l m - t h i c k b r e a s t
c r y o s e c t i o n s m o u n t e d o n C a F 2 w i n d o w s a c q u i r e d u s i n g v a r i o u s l a s e r
e x c i t a t i o n s . T h e a i m o f t h i s e x p e r i m e n t w a s t o s e l e c t t h e o p t i m a l l a s e r
e x c i t a t i o n ( s ) f o r f u r t h e r d e v e l o p m e n t o f t h i s r e s e a r c h .
A l l s p e c t r a c o n t a i n b a n d s a t t r i b u t a b l e t o b i o m o l e c u l e s ( p r o t e i n s , l i p i d s , ~­
c a r o t e n e , e t c . ) . A f u l l a s s i g n m e n t o f t h e R a m a n b a n d s o b s e r v e d f r o m t h e
t i s s u e s i s g i v e n i n S e c t i o n 6 . 2 . V i s i b l e l a s e r e x c i t a t i o n s o f 6 4 7 a n d 7 5 2 n m
( F i g u r e s 6 . 1 B - C ) e x h i b i t a s t r o n g f l u o r e s c e n c e b a c k g r o u n d , w h e r e a s b o t h n e a r -
i n f r a r e d ( N I R ) e x c i t a t i o n s a t 8 3 0 - a n d 1 0 6 4 - n m d o n o t e x h i b i t s u c h
f l u o r e s c e n c e . T h e s e N I R e x c i t a t i o n s h a v e b e e n r e p o r t e d p r e v i o u s l y a s t h e
p r e f e r r e d l a s e r e x c i t a t i o n s f o r d i a g n o s t i c s d u e t o t h e i n f o r m a t i o n - r i c h R a m a n
s p e c t r a t h e y p r o d u c e [ 1 - 1 4 ] . I n t h i s s t u d y , t h r e e l a s e r e x c i t a t i o n s : 5 1 4 , 8 3 0 a n d
1 0 6 4 n m , w e r e u s e d f o r s a m p l e o p t i m i s a t i o n , d i f f e r e n t i a t i o n a n d
c h a r a c t e r i s a t i o n o f b r e a s t l e s i o n s .
C h a p t e r 0 6 - O p O m l s a t l o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 1 7
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R a m a n S h i f t ( c m - ' )
F i g u r e 6 . 1 . S e l e c t i o n o f l a s e r e x c i t a t i o n ( s ) f o r b r e a s t t i s s u e a n a l y s i s . R a m a n s p e c t r a i n
t h e 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n o f 20-~m-thick b r e a s t c r y o s e c t i o n s ( r e g a r d l e s s o f
t i s s u e c o n d i t i o n s ) m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w s u s i n g l a s e r e x c i t a t i o n s o f : ( A ) 5 1 4 n m ; ( B )
6 4 7 n m ; ( C ) 7 5 2 n m ; ( D ) 8 3 0 n m ; a n d f r e s h t i s s u e u s i n g a l a s e r e x c i t a t i o n o f ( E ) 1 0 6 4
n m . S p e c t r a a r e n o t c o r r e c t e d f o r i n s t r u m e n t r e s p o n s e a n d r a w d a t a a r e d i s p l a y e d t o
i l l u s t r a t e v a r y i n g b a s e l i n e s a n d e f f e c t o f f l u o r e s c e n c e . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
F i g u r e 6 . 2 s h o w s s p e c t r a f r o m a n 1 0 C b r e a s t c r y o s e c t i o n o b t a i n e d u s i n g
5 1 4 - , 8 3 0 - a n d 1 0 6 4 - n m e x c i t a t i o n s . B o t h 8 3 0 - a n d 1 0 6 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n s
( F i g u r e s 6 . 2 A a n d B ) p r o d u c e d s p e c t r a c o n t a i n i n g i n f o r m a t i o n f r o m b i o l o g i c a l
c o m p o n e n t s i n c l u d i n g a m i d e I a n d I I I b a n d s a n d l i p i d & ( C H
2
) b a n d ( * ) , w h e r e a s
C h a p t e r 0 6 - O p t l m l s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 1 8
a d d i t i o n a l b a n d s ( # ) a r e o b s e r v e d i n t h e R a m a n s p e c t r u m u s i n g a 5 1 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 2 C ) . T h e s e b a n d s a r e d u e t o t h e r e s o n a n c e - e n h a n c e d
t r a n s i t i o n s o f c a r o t e n o i d s ( F i g u r e 6 . 2 D ) f o u n d w i t h i n t h e t i s s u e [ 1 2 , 1 5 - 1 7 ] . A
s m a l l c o n t r i b u t i o n f r o m t h e c a r o t e n o i d b a n d s i s a l s o o b s e r v e d i n t h e s p e c t r u m
o b t a i n e d u s i n g 8 3 0 - n m e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 2 8 ) b u t s u c h b a n d s w e r e n o t
o b s e r v e d i n t h e F T - R a m a n s p e c t r u m ( F i g u r e 6 . 2 A ) .
*
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R a m a n S h i f t ( c m -
1
)
F i g u r e 6 . 2 . R a m a n s p e c t r a ( 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
r e g i o n ) o f a m a l i g n a n t I D C b r e a s t b i o p s y .
T h e s p e c t r a w e r e o b t a i n e d u s i n g l a s e r e x c i t a t i o n s o f : ( A ) 1 0 6 4 n m ; ( B ) 8 3 0 n m ; a n d ( C )
5 1 4 n m ; a n d ( D ) a s t a n d a r d l 3 - c a r o t e n e s a m p l e o b t a i n e d u s i n g l a s e r e x c i t a t i o n o f 5 1 4 -
n m . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ( A ) ' b u l k ' b i o p s y m a c r o s c o p i c a n a l y s i s : 2 0 0 m W a t
s a m p l e ; 2 5 6 s c a n s ; 4 c m - ' ; ( B a n d C ) c r y o s e c t i o n m i c r o s c o p i c a n a l y s e s : 2 m W a t
s a m p l e ; x 2 0 m a g n i f i c a t i o n ; 3 0 s e x p o s u r e t i m e a n d 5 a c c u m u l a t i o n s ; a n d ( D ) 0 . 2 m W
a t s a m p l e ; 1 0 s ; a n d 1 a c c u m u l a t i o n . B a n d s a s s i g n e d t o t h e b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s
a r e m a r k e d w i t h ( * ) a n d b a n d s a r e a t t r i b u t e d t o c a r o t e n o i d s a r e m a r k e d w i t h ( # ) .
S p e c t r a a r e b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
6 . 1 . 2 O P T l M I S A T I O N O F E X P E R I M E N T A L C O N D I T I O N S F O R
M I C R O S P E C T R O S C O P Y
O n c e t h e l a s e r e x c i t a t i o n s w e r e s e l e c t e d , t h e n e x t s t e p w a s t o o p t i m i s e
t h e o t h e r e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s , t h e d e t a i l s o f w h i c h a r e s u m m a r i s e d i n
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 1 9
C h a p t e r 2 , T a b l e s 2 . 5 a n d 2 . 6 . F T - R a m a n s p e c t r a w e r e m e a s u r e d u s i n g a
m a c r o s c o p i c a p p r o a c h b y p l a c i n g t h e b i o p s y s a m p l e ( e i t h e r i n P B S / D 2 0 o r i n
f o r m a l i n ) i n t o a n a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r , w h i l e s a m p l e s w e r e m e a s u r e d i n
' b u l k ' o r i n s e c t i o n s u s i n g d i s p e r s i v e R a m a n m i c r o s p e c t r o s c o p y .
M o s t b i o m e d i c a l r e s e a r c h h a s u s e d d i s p e r s i v e R a m a n
m i c r o s p e c t r o s c o p y t o p r o b e t h e 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
f i n g e r p r i n t r e g i o n [ 1 - 3 , 7 -
9 , 1 2 , 1 4 , 1 5 , 1 7 - 3 1 ] . T h e s t r o n g f l u o r e s c e n c e b a c k g r o u n d m a s k e d t h e R a m a n
f e a t u r e s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s u s i n g v i s i b l e l a s e r e x c i t a t i o n s a n d t h e r e i s a
l a c k o f s p e c t r a l i n f o r m a t i o n o b t a i n e d a b o v e 1 8 0 0 c m -
1
( F i g u r e 6 . 1 ) . F i g u r e 6 . 3
c o m p a r e s R a m a n s p e c t r a o b t a i n e d u n d e r d i f f e r e n t e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s
u s i n g a 2 0 - ! ! m - t h i c k b r e a s t c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w . T h e a i m o f
t h i s e x p e r i m e n t w a s t o d e t e r m i n e w h a t c o m p r o m i s e w o u l d b e r e q u i r e d b e t w e e n
s p e c t r a l q u a l i t y ( S I N r a t i o ) a n d m i n i m a l t o n o s a m p l e d e g r a d a t i o n ( S e c t i o n
6 . 1 . 4 ) .
A s s e e n i n F i g u r e 6 . 3 , t h e S I N r a t i o i m p r o v e s w i t h i n c r e a s i n g c o l l e c t i o n
t i m e a n d a c c u m u l a t i o n n u m b e r . W h e n t h e c o n d i t i o n s w e r e s e t a t 1 0 s a n d 1
a c c u m u l a t i o n ( F i g u r e 6 . 3 A ) , t h e w o r s t S I N w a s o b s e r v e d , c o m p a r e d t o t h e
s a m e l o c a t i o n m e a s u r e d a t 3 0 s w i t h 1 0 a c c u m u l a t i o n s ( F i g u r e 6 . 3 F , c o l l e c t i o n
t i m e : - 4 0 0 s ) . H o w e v e r , t h e l o n g e r e x p o s u r e t i m e s a r e n o t p r a c t i c a l a s t h e
t i s s u e i s d a m a g e d b y t h e h i g h l a s e r p o w e r s ( 2 m W a t t h e s a m p l e i n a 1 - ! ! m
l a s e r s p o t s i z e f o r t h e d i s p e r s i v e R a m a n m i c r o s c o p e ) . F o r s u b s e q u e n t
e x p e r i m e n t s , a 3 0 - s c o l l e c t i o n t i m e w i t h 5 a c c u m u l a t i o n s ( F i g u r e 6 . 3 E ) w a s
s e l e c t e d f o r f u r t h e r m i c r o s p e c t r o s c o p i c m e a s u r e m e n t s a s t h e r e a r e n o s i g n s o f
s p e c t r a l c h a n g e s ( b a n d s h i f t i n g a n d i n t e n s i t i e s ) o c c u r r e d i n t h e s p e c t r a .
C h a p t e r 0 6 - O p t l m l s a t l o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 0
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F i g u r e 6 . 3 . C o m p a r i s o n o f R a m a n s p e c t r a o f a 20-~m-thick m a l i g n a n t I D C b r e a s t
c r y o s e c t i o n c o l l e c t e d w i t h v a r i o u s e x p e r i m e n t a l s e t t i n g s w i t h r e s p e c t t o c o l l e c t i o n t i m e
a n d n u m b e r o f a c c u m u l a t i o n s . ( A ) 1 0 s a n d 1 a c e . ; ( B ) 1 0 s a n d 5 a c e . ; ( C ) 1 0 s a n d
1 0 a c e . ; ( D ) 3 0 s a n d 1 a c e . ; ( E ) 3 0 s a n d 5 a c e . ; a n d ( F ) 3 0 s a n d 1 0 a c e . O t h e r
e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ) . . = 8 3 0 n m , 2 m W a t s a m p l e a n d x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a
a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
6 . 1 . 3 T I S S U E P R O C E S S I N G
R a m a n s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 4 )
f r o m a b r e a s t s p e c i m e n a t e a c h s t a g e o f t i s s u e p r e p a r a t i o n a n d w e r e p r o c e s s e d
a s d e s c r i b e d i n C h a p t e r 2 , S e c t i o n 2 . 2 ( F i g u r e 2 . 1 ) . T h e a i m o f t h i s e x p e r i m e n t
w a s t o i d e n t i f y t h e p r e s e n c e o f e x o g e n o u s c h e m i c a l s r e m a i n i n g f r o m t i s s u e
p r o c e s s i n g , e s p e c i a l l y d u r i n g F F P E s e c t i o n i n g . S u c h c o n t a m i n a t i o n w a s s h o w n
t o b e p r o b l e m a t i c i n I R s p e c t r a o f F F P E s e c t i o n s , a s d i s c u s s e d i n C h a p t e r 4 ,
S e c t i o n 4 . 4 .
T h e s p e c t r a o f a f r e s h t i s s u e b i o p s y ( F i g u r e 6 . 4 A ) a n d t w o c r y o s e c t i o n s
C h a p t e r 0 6 - O p t i m l s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 1
( F i g u r e s 6 . 4 B a n d C ) w e r e u s e d a s c o n t r o l s t o i l l u s t r a t e t i s s u e s p e c t r a n o t
c o n t a m i n a t e d b y c h e m i c a l s f r o m t h e s o l u t i o n s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g . T h e
b u l k t i s s u e w a s t r e a t e d w i t h P B S / D
2
0 ( a r e f e r e n c e s p e c t r u m i s s h o w n i n F i g u r e
6 . 5 ) ; t h e s o l u t i o n d o e s n o t h a v e s i g n i f i c a n t b a n d s i n t h e 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
s p e c t r a l
r e g i o n . T h e s p e c t r a l f e a t u r e s f r o m t h e m o s t c o m m o n b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s
( a m i d e I a n d I I I b a n d s a n d t h e l i p i d b ( C H
2
) b a n d ) a r e o b s e r v e d ( b l u e l i n e s ) b u t
t h e s p e c t r u m i s d o m i n a t e d b y t h e s t r o n g c a r o t e n o i d b a n d s ( g r e e n l i n e s ) , a t
1 5 1 4 , 1 1 5 6 a n d 1 0 0 4 c m -
1
. T h e h i g h - a d i p o s e - c o n t e n t c r y o s e c t i o n ( F i g u r e
6 . 4 B ) h a s s t r o n g b a n d s a t t r i b u t a b l e t o I i p i d s , a t 1 7 4 5 a n d 1 4 4 5 c m -
1
, a n d
p r o t e i n s , a t 1 6 5 5 a n d 1 3 0 0 - 1 2 4 5 c m - 1 , c o m p a r e d w i t h t h e l o w - a d i p o s e - c o n t e n t
c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 4 C ) . T h e c a r o t e n o i d b a n d s a r e r e l a t i v e l y w e a k e r i n t h e
h i g h - a d i p o s e - c o n t e n t c r y o s e c t i o n t h a n i n t h e s p e c t r u m o f t h e c r y o s e c t i o n o f l o w
a d i p o s e c o n t e n t .
T h e F F P E s e c t i o n i n g t e c h n i q u e u s e s o v e r e i g h t d i f f e r e n t c h e m i c a l s
d u r i n g t i s s u e p r o c e s s i n g [ 3 2 ] . T h e I R s p e c t r a f r o m s u c h s e c t i o n s d e m o n s t r a t e d
t h e i m p o r t a n c e o f d e p a r a f f i n i s a t i o n p r i o r t o s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s .
P r i o r t o F F P E s e c t i o n i n g , t h e t i s s u e w a s e m b e d d e d a s a p a r a f f i n b l o c k .
T h e R a m a n s p e c t r u m o f t h e p a r a f f i n b l o c k ( F i g u r e 6 . 4 G ) i s d o m i n a t e d b y t h e
p e a k s d u e t o t h e l o n g h y d r o c a r b o n c h a i n , m a i n l y f r o m C H 2 m o d e s . T h e r e a r e
s i x c h a r a c t e r i s t i c b a n d s ; t h e t w o p e a k s a t 1 4 6 3 a n d 1 4 4 1 c m -
1
a r e a s s i g n e d t o
t h e b ( C H
2
) m o d e s , w h e r e a s t h e b a n d a t 1 4 1 8 c m -
1
i s a s s i g n e d t o t h e b ( C H 3 )
m o d e [ 3 3 , 3 4 ] . T h e b a n d a t - 1 2 9 6 c m -
1
i s a t t r i b u t a b l e t o t h e b ( C H 2 ) m o d e , w h i l e
t h e 1 1 3 3 a n d 1 0 6 3 c m -
1
b a n d s a r e d u e t o t h e v ( C - C ) m o d e s [ 3 3 , 3 4 ] .
C h a p t e r 0 6 - O p t l m l s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 2
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F i g u r e 6 . 4 . S p e c t r a l e v a l u a t i o n o f a p r e - i d e n t i f i e d ( h i s t o p a t h o l o g y ) I O C l e s i o n s a s a
f u n c t i o n o f s a m p l e p r o c e s s i n g : ( A ) " b u l k " t i s s u e i n P B S / D
2
0 ; ( B ) c r y o s e c t i o n c o n t a i n i n g
a d i p o s e t i s s u e ; ( C ) c r y o s e c t i o n w i t h o u t a d i p o s e t i s s u e ; ( D ) F F P E t i s s u e b l o c k ; ( E )
F F P E s e c t i o n ; a n d ( F ) d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n . R a m a n s p e c t r a o f c h e m i c a l
s o l u t i o n s ( p a t h o l o g y g r a d e s ) u s e d i n p r e p a r a t i o n o f t h e F F P E s e c t i o n s : ( G ) p a r a f f i n
w a x ; ( H ) x y l e n e ; a n d ( I ) h i s t o p u r e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : ( A - G ) A . = 5 1 4 - n m , - 2 m W
a t s a m p l e , e x p o s u r e t i m e b e t w e e n 1 0 - 6 0 s w i t h 3 a c c u m u l a t i o n s . ( H a n d I ) A . =
1 0 6 4 - n m ; 2 0 0 s c a n s ; a n d 4 c m - ' . B a n d s : b l u e l i n e : b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s ; g r e e n l i n e :
[ 3 - c a r o t e n e ; g r e y d o t t e d l i n e : p a r a f f i n ; a n d o r a n g e d o t t e d l i n e : d e p a r a f f i n i s i n g a g e n t s .
S p e c t r a a r e b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 3
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F i g u r e 6 . 5 . F T - R a m a n s p e c t r u m o f P B S / D
2
0 s o l u t i o n s h o w i n g t w o s t r o n g v ( O - D )
b a n d s a t 2 4 9 6 a n d 2 4 0 2 c m -
1
. E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 2 0 0 s c a n s ; 2 0 0 m W ; a n d
4 c m -
1
•
T h e s p e c t r u m m e a s u r e d f r o m t h e t i s s u e e m b e d d e d i n a p a r a f f i n b l o c k i n
F i g u r e 6 . 4 0 e x h i b i t s s t r o n g i n t e r f e r e n c e f r o m b a n d s t h a t a r e a s c r i b a b l e t o
p a r a f f i n . V i s u a l e x a m i n a t i o n o f t h e t i s s u e b l o c k d i d n o t r e v e a l t h e p r e s e n c e o f
r e s i d u a l p a r a f f i n , b u t i t s p r e s e n c e i s d u e t o e x t e n s i v e i n f i l t r a t i o n d u r i n g t h e
o v e r n i g h t t i s s u e p r o c e s s i n g ( T a b l e 2 . 1 ) p r i o r t o s e c t i o n i n g [ 3 2 - 3 4 ] . T h e p a r a f f i n
i s , t h e r e f o r e , r e t a i n e d w i t h i n t h e t i s s u e a n d t h e s u b s e q u e n t F F P E s e c t i o n p r i o r
t o d e p a r a f f i n i s a t i o n ( F i g u r e 6 . 4 E ) .
T h e F F P E s e c t i o n w a s t h e n d e p a r a f f i n i s e d u s i n g x y l e n e o r h i s t o p u r e .
T h e s p e c t r a o f t h e s e t w o d e p a r a f f i n i s i n g a g e n t s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 6 . 4 H
a n d I . A f t e r d e p a r a f f i n i s a t i o n u s i n g t w o b a t h s o f x y l e n e a n d h i s t o p u r e f o r 1 0 m i n
e a c h , t h e p a r a f f i n r e m o v a l w a s i n c o m p l e t e a s s h o w n b y t h e p a r a f f i n b a n d s i n
t h e s p e c t r u m f r o m t h e ' d e p a r a f f i n i s e d ' F F P E s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 4 G ) . T h e
s i g n a t u r e b a n d s d u e t o t h e p a r a f f i n a r e s t i l l v i s i b l e ( g r e y d o t t e d l i n e s ) , w h i c h i s
"'~
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 4
c o n s i s t e n t w i t h t h e I R s p e c t r o s c o p i c f i n d i n g s ( S e c t i o n 4 . 4 ) a n d s i m i l a r
o b s e r v a t i o n s r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e [ 3 3 , 3 4 ] .
I n a d d i t i o n , t w o b a n d s a t 1 6 1 0 a n d 1 6 3 0 c m -
1
( o r a n g e d o t t e d l i n e s ) a r e
o b s e r v e d i n t h e d e p a r a f f i n i s e d s e c t i o n , w h i c h a r e a s c r i b a b l e t o t h e x y l e n e
s o l u t i o n ( F i g u r e 6 . 4 H ) . T h e b a n d s a t t r i b u t a b l e t o t h e b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s a r e
o b s e r v e d a f t e r d e p a r a f f i n i s a t i o n b u t t h e s p e c t r a a r e i n f e r i o r i n q u a l i t y t o t h o s e
o b t a i n e d f r o m t h e b u l k a n d c r y o s e c t i o n e d s a m p l e s , d u e t o c h e m i c a l
c o n t a m i n a t i o n s d u r i n g F F P E t i s s u e p r o c e s s i n g . A s a r e s u l t , d e p a r a f f i n i s a t i o n o f
F F P E i s n o t a n i d e a l s a m p l i n g t e c h n i q u e e i t h e r f o r I R o r R a m a n s p e c t r o s c o p y .
E i t h e r f r e s h t i s s u e o r c r y o s e c t i o n s a r e t h e p r e f e r r e d s a m p l e s f o r a n a l y t i c a l
t e c h n i q u e s i n v o l v i n g R a m a n s p e c t r o s c o p y .
6 . 1 . 4 M A C R O S P E C T R O S C O P I C A p P R O A C H : T I S S U E D E H Y D R A T I O N
I n t h e l a s t s e c t i o n , i t w a s s h o w n t h a t b o t h f r e s h t i s s u e a n d c r y o s e c t i o n s
w e r e s u i t a b l e f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y . M a c r o s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h e s p l a c e
t h e t i s s u e b i o p s y , f r e s h o r f o r m a l i n - f i x e d , i n t o a s a m p l e h o l d e r , w h i c h i s
i l l u m i n a t e d b y a l a s e r ( 5 1 4 , 8 3 0 o r 1 0 6 4 n m ) a t a s p e c i f i c l a s e r p o w e r ( - 2 m W
a t s a m p l e w i t h s p o t s i z e o f - 1 J . l m f o r 5 1 4 a n d 8 3 0 n m , a n d - 2 0 0 m W a t t h e
s a m p l e w i t h l a s e r s p o t s i z e o f - 1 0 0 J . l m f o r 1 0 6 4 n m ) . T h e h i g h l a s e r p o w e r i n a
s m a l l s a m p l e a r e a m a y a l t e r t h e t i s s u e s t r u c t u r e o v e r a n e x t e n d e d p e r i o d o f
l a s e r e x p o s u r e . I n o r d e r t o a d d r e s s t h i s i s s u e , a t i m e - c o u r s e s t u d y o f a D C I S
b r e a s t b i o p s y ( - 0 . 5 m m
3
) e x p o s e d t o a l a s e r f o r 5 , 1 0 , 2 0 , 4 0 , 6 0 a n d 8 0 m i n
w a s u n d e r t a k e n t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f t i s s u e d e h y d r a t i o n u s i n g 1 0 6 4 - n m
l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 6 ) . T h e s a m p l e w a s r e h y d r a t e d w i t h P B S / D
2
0
s o l u t i o n f o r 1 m i n i n b e t w e e n e a c h s p e c t r a l c o l l e c t i o n .
p t , m r : ; l t
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F i g u r e 6 . 6 . ( T o p ) F T - R a m a n s p e c t r a a t v a r i o u s e x p o s u r e t i m e s o f a D C I S b r e a s t
b i o p s y s t o r e d i n P B S I D
2
0 s o l u t i o n , t h e n m o u n t e d o n a n a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r : ( A )
5 m i n ( r e d ) ; ( B ) 1 0 m i n ( m a g e n t a ) ; ( C ) 1 5 m i n ( g r e e n ) ; ( D ) 2 0 m i n ( p u r p l e ) ; ( E ) 3 0 m i n
( b l u e ) ; a n d ( F ) 6 0 m i n ( b l a c k ) . ( B o t t o m ) E x p a n d e d 1 7 5 0 - 7 5 0 c m - ' r e g i o n .
E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 2 0 0 m W ; 2 5 6 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d s a m p l e v o l u m e : 0 . 5 m m ' .
S p e c t r a l v a r i a t i o n o b s e r v e d i n R e g i o n I I I i s h i g h l i g h t e d i n b o x e s . T h e s a m p l e w a s
d i s c a r d e d d u e t o e x 1 e n s i v e t i s s u e d e h y d r a t i o n a t t h e e n d o f t h e e x p e r i m e n t . S p e c t r a
w e r e n o t b a s e l i n e c o r r e c t e d .
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 6
N o t a b l e d i f f e r e n c e s a r e o b s e r v e d i n R e g i o n s ( I ) a n d ( 1 1 ) . T h e i n t e n s i t y o f
t h e b a n d s i n t h e 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
l
s p e c t r a l r e g i o n ( R e g i o n I ) i n c r e a s e r e l a t i v e t o
t h e w a t e r b a n d s f r o m P B S / D 2 0 , w h i l e t h e r e i s a d e c r e a s e i n i n t e n s i t y o f t h e
v ( O - D ) b a n d o f t h e 0 2 0 s o l u t i o n i n R e g i o n 1 1 o v e r l o n g e r l a s e r e x p o s u r e t i m e s .
A s i g n i f i c a n t d e c r e a s e i n t h e v ( Q - D ) b a n d i s e x p e c t e d f o r e x t e n d e d l a s e r
e x p o s u r e , w h i l e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s a r e o b s e r v e d i n t h e s p e c t r a f r o m t h e
s a m p l e s e x p o s e d f o r 5 o r 1 0 m i n ( F i g u r e s 6 . 6 A a n d B ) .
A l t h o u g h t h e b i o p s y d e h y d r a t e d o v e r t i m e , t h e b a n d i n t e n s i t i e s i n R e g i o n
I I I r e m a i n r e l a t i v e l y u n c h a n g e d . T h e e x p a n d e d r e g i o n ( F i g u r e 6 . 6 B o t t o m )
s h o w s t h a t t h e r e i s a s l i g h t c h a n g e i n t h e p o s i t i o n a n d i n t e n s i t y o f t h e a m i d e I I I
b a n d a t 1 2 7 3 c m -
1
. T h i s c h a n g e c o u l d b e d u e t o c h a n g e s i n p r o t e i n s t r u c t u r e s
o v e r l o n g e x p o s u r e t i m e a s t h e t i s s u e w a s d e h y d r a t e d a n d s u c h c h a n g e s c o u l d
b e d u e t o p r o t e i n d e n a t u r a t i o n c a u s e d b y s a m p l e h e a t i n g . A l t h o u g h t h i s w o u l d
r e s u l t i n s i g n i f i c a n t c h a n g e s o f h y d r o g e n b o n d i n g i n v o l v i n g t h e ' f r e e w a t e r ' a n d
t h e p r o t e i n ( C = O · · · H - O - H ) , t h e r e w a s a s l i g h t c h a n g e i n t h e a m i d e I b a n d
p o s i t i o n s a n d t h e I i n e s h a p e s i n t h e s p e c t r a o b t a i n e d a t l o n g e r e x p o s u r e t i m e s
( 2 0 , 3 0 , a n d 6 0 m i n ) . T h e l i p i d 1 \ ( C H 2 ) b a n d s h i f t s t o h i g h w a v e n u m b e r s f r o m
t h e s p e c t r u m o b t a i n e d a t 5 m i n t o t h e s p e c t r a o b t a i n e d f r o m l o n g e r e x p o s u r e
t i m e s , f r o m 1 4 4 7 t o 1 4 4 9 c m -
l
.
A f t e r 4 0 m i n , t h e t i s s u e h a d p h y s i c a l l y s h r u n k a n d h a r d e n e d , a n d n e w
D C I S b i o p s y s a m p l e s w i t h s i m i l a r s a m p l e v o l u m e s ( - 0 . 5 m m
3
) w e r e u s e d f o r
e a c h s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t . I t w a s c o n c l u d e d t h a t t h e l a s e r e x p o s u r e t i m e
u s i n g a m a c r o s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h s h o u l d n o t e x c e e d 1 5 m i n ( e q u i v a l e n t t o
5 1 2 s c a n s a t 2 0 0 m W ) .
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 7
6 . 1 . 5 M I C R O S P E C T R O S C O P I C A p P R O A C H : T I S S U E T H I C K N E S S A N D
M O U N T I N G S U B S T R A T E
F o r r o u t i n e d i a g n o s i s u s i n g h i s t o p a t h o l o g y , I R a n d R a m a n
s p e c t r o s c o p i e s , m i n i m a l v a r i a t i o n i n s a m p l e p r e s e n t a t i o n i s d e s i r a b l e . I n I R
s p e c t r o s c o p y , a s t a n d a r d 5 - t o 1O-~m t h i c k n e s s r e s u l t e d i n a s p e c t r u m w i t h
g o o d S I N r a t i o s t h a t c o u l d b e u s e d t o d i f f e r e n t i a t e b r e a s t l e s i o n s . H e n c e , i t w a s
n e c e s s a r y t o e x a m i n e w h e t h e r t h e s a m e t i s s u e t h i c k n e s s c o u l d p r o d u c e
s p e c t r a o f c o m p a r a b l e q u a l i t y i n R a m a n s p e c t r o s c o p y . R a m a n s p e c t r a o f a
f i b r o c y s t i c b r e a s t b i o p s y c r y o s e c t i o n e d a t t h i c k n e s s e s o f 1 0 , 2 0 , a n d 5 0 ~m a n d
t h e n m o u n t e d o n C a F 2 w i n d o w s , t o g e t h e r w i t h a b u l k t i s s u e a n d a s t a n d a r d 5 -
~m-thick c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e I R s l i d e w e r e c o m p a r e d u s i n g
8 3 0 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 7 ) .
C l e a r l y , n o s i g n a l w a s o b s e r v e d f o r t h e 5-~m-thick c r y o s e c t i o n m o u n t e d
o n a t r a n s f l e c t i v e I R s l i d e ( F i g u r e 6 . 7 E ) . T h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e r e f l e c t s i n f r a r e d
l i g h t o v e r t h e 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n a n d , t h e r e f o r e , i s n o t s u i t a b l e f o r
R a m a n s p e c t r o s c o p y a l t h o u g h t h e s l i d e h a s a A g / S n 0 2 r e f l e c t i v e s u r f a c e .
H o w e v e r , i t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t q u a l i t y s p e c t r a c a n b e o b t a i n e d f r o m
10-~m-thick s e c t i o n s m o u n t e d o n t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e [ 3 3 ) . S i m i l a r l y , t h e r e
w e r e n o r e c o g n i s a b l e R a m a n b a n d s f r o m a s a m p l e o f t h e s a m e t h i c k n e s s
m o u n t e d o n a C a F 2 w i n d o w , w h i c h i s i n d i c a t i v e o f i n s u f f i c i e n t s a m p l e s c a t t e r i n g
f o r a t h i c k n e s s o f 1 0 ~m ( F i g u r e 6 . 7 8 ) .
I n c o n t r a s t , t h e b u l k t i s s u e ( F i g u r e 6 . 7 A ) p r o d u c e d c o m p a r a b l e s p e c t r a l
i n f o r m a t i o n t o t h o s e o b t a i n e d f r o m b o t h t h e 2 0 - a n d 50-~m-thick c r y o s e c t i o n s ,
F i g u r e s 6 . 7 C a n d D , r e s p e c t i v e l y . A s d i s c u s s e d i n C h a p t e r 4 , t h i c k e r s a m p l e s
( > 2 0 ~m) a r e n o t r e c o m m e n d e d f o r s p e c t r o s c o p i c d i a g n o s i s d u e t o t h e h i g h
C h a p t e r 0 6 - O p t l m l s a l l o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 8
l i k e l i h o o d o f s i g n a l s o r i g i n a t i n g f r o m o v e r l a p p i n g t i s s u e c o m p o n e n t s ( d u c t s ,
l o b u l e s , a d i p o s e o r s t r o m a l t i s s u e s ) a t a n y g i v e n p o i n t . I n a d d i t i o n , t h i c k e r
s a m p l e s a r e u s u a l l y m o r e d i f f i c u l t t o p r e p a r e . I n t h i s i n s t a n c e , t h e 20-~m-thick
s a m p l e i s t h e p r e f e r r e d t h i c k n e s s f o r b r e a s t t i s s u e . I n a d d i t i o n , b u l k t i s s u e
a n a l y s i s a l l o w s s p e c i f i c a r e a s o f i n t e r e s t , e . g . , v i s u a l a b n o r m a l i t i e s , t o b e
t a r g e t e d . T h i s a l l o w s R a m a n s p e c t r o s c o p y t o b e e x p l o r e d f o r r o u t i n e i n - v i v o o r
i n - v i t r o d i a g n o s t i c s .
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f-,.;~
M I
. . . -
-
~
•
: : J
•
t 1 l
~
~
. -
V l
C
I D
-
C
1 8 0 0 1 6 0 0
1 4 0 0 1 2 0 0
R a m a n S h i f t ( c m - ' )
1 0 0 0 8 0 0
F i g u r e 6 . 7 . R a m a n s p e c t r a l c o m p a r i s o n o f : ( A ) b u l k f r e s h t i s s u e m e a s u r e d a t a
s u s p i c i o u s b l a c k s p o t o n t h e b i o p s y ; c r y o s e c t i o n s m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w w i t h
v a r i o u s t i s s u e t h i c k n e s s e s o f : ( 8 ) 1 0 - l ' m ; ( C ) 2 0 - l ' m ; a n d ( D ) 5 0 - I ' m ; a n d ( E ) a
s t a n d a r d 5 - l ' m - t h i c k c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e I R s l i d e . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : A . = 8 3 0 n m ; - 2 m W a t s a m p l e ; 3 0 s ; a n d 5 a c c u m u l a t i o n s ; a n d x 2 0
m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 6 - O p t l m l s a t l o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 2 9
6 . 2 S P E C T R A L I N T E R P R E T A T I O N O F B R E A S T T I S S U E U S I N G F T - R A M A N
S P E C T R O S C O P Y
R a m a n s p e c t r a o f b r e a s t s p e c i m e n s w e r e c o l l e c t e d w i t h v a r i o u s l a s e r
e x c i t a t i o n s i n c l u d i n g : 5 1 4 - , 6 4 7 - , 7 5 2 - , 8 3 0 - a n d 1 0 6 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n s .
S e c t i o n 6 . 1 . 1 d e s c r i b e d r e s u l t s t h a t d e m o n s t r a t e d t h a t s p e c t r a c o l l e c t e d u s i n g
6 4 7 - a n d 7 5 2 - n m l a s e r e x c i t a t i o n s ( F i g u r e s 6 . 1 B a n d C ) w e r e a f f e c t e d b y a
s t r o n g f l u o r e s c e n c e b a c k g r o u n d , w h i c h m a s k e d t h e b i o l o g i c a l b a n d s o f i n t e r e s t .
O n t h e o t h e r h a n d , t h e s p e c t r a a c q u i r e d w i t h 5 1 4 - , 8 3 0 - , a n d 1 0 6 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n s e x h i b i t e d b a n d s a t t r i b u t a b l e t o b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s ( F i g u r e s 6 . 1 A ,
D a n d E ) w i t h r e l a t i v e l y s m a l l f l u o r e s c e n c e a n d i n t h e c a s e o f 5 1 4 - n m ,
a d d i t i o n a l b a n d s a s s i g n e d t o r e s o n a n c e e n h a n c e d l 3 - c a r o t e n e ( F i g u r e 6 . 2 ) .
A s i s t h e c a s e w i t h I R s p e c t r o s c o p y , R a m a n s p e c t r a o f b i o l o g i c a l
s a m p l e s c o n t a i n n u m e r o u s o v e r l a p p i n g b a n d s . T a b l e 6 . 1 l i s t s t h e c o m m e r c i a l l y
a v a i l a b l e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e m a t e r i a l s ( S i g m a - A l d r i c h C o . L t d . , U S A ) t h a t
w e r e u s e d t o h e l p d e l i n e a t e t h e m a i n f e a t u r e s o f t i s s u e s p e c t r a .
T a b l e 6 . 1 . B i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s u s e d f o r i d e n t i f i c a t i o n o f b r e a s t t i s s u e c o m p o n e n t s .
C h e m i c a l s F o r m
B i o l o g i c a l R e f e r e n c e s
C a l f t h y m u s D N A
S o l i d
N u c l e i c a c i d ( m a i n l v D N A )
M u c i n T y p e I - S f r o m b o v i n e
S o l i d P r o t e i n
s u b m a x i l l a r y g l a n d s
B o v i n e a l b u m i n S o l i d P r o t e i n
O l e i c a c i d S o l u t i o n
F~acid
f I - c a r o t e n e
S o l i d
C a r o t e n e
C a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
S o l i d
C a l c i f i c a t i o n
F i g u r e 6 . 8 p r e s e n t s t h e R a m a n s p e c t r a o f a m a l i g n a n t b r e a s t b i o p s y
m e a s u r e d a s a ' b u l k ' s a m p l e a n d t h e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s u s e d i n
t h i s r e s e a r c h . T h e R a m a n s p e c t r u m w i l l b e d i s c u s s e d i n t h r e e r e g i o n s : ( I )
4 0 0 0 - 3 0 5 0 c m -
1
; ( I I ) 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
; a n d ( I l l ) 1 8 0 0 - 5 0 0 c m -
1
. S i m i l a r t o I R
s p e c t r o s c o p y , t h e 2 7 5 0 - 1 8 0 0 c m -
1
r e g i o n c o n t a i n s n o s i g n i f i c a n t d i a g n o s t i c
C h a p t e r 0 6 - O p l i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u S i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 0
i n f o r m a t i o n , L e . , b i o m o l e c u l e s d o n o t u s u a l l y h a v e b a n d s i n t h i s r e g i o n . T h e
m a j o r b a n d s a n d t h e i r a s s i g n m e n t s a r e s u m m a r i s e d i n T a b l e 6 . 2 . D e p e n d i n g
o n t h e l a s e r e x c i t a t i o n s , c e r t a i n b a n d s w e r e e n h a n c e d a t p a r t i c u l a r l a s e r
e x c i t a t i o n s ( e . g . , c a r o t e n o i d s a t 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ) . T h e b a n d
a s s i g n m e n t s a r e a p p l i c a b l e t o a l l l a s e r e x c i t a t i o n s .
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1
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3 0 0 0
4 4 8 1 2 8
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F i g u r e 6 . 8 . F T - R a m a n s p e c t r a o f : ( A ) a f r e s h I D C b r e a s t b i o p s y s t o r e d i n P B S I D
2
0 ;
a n d c o m m e r c i a l l y - a v a i l a b l e b i o c h e m i c a l r e f e r e n c e s m o u n t e d o n a l u m i n i u m s a m p l e
h o l d e r s : ( B ) c a l f t h y m u s D N A ; ( C ) m u c i n t y p e I - s g l y c o p r o t e i n ; ( D ) b o v i n e a l b u m i n
p r o t e i n ; ( E ) o l e i c a c i d ; ( F ) ~-carotene a n d ( G ) c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e . E x p e r i m e n t a l
C o n d i t i o n s : 2 0 0 m W ; 2 0 0 s c a n s ; 4 c m - ' ; a n d a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . ( I n s e t ) e x p a n d e d
1 8 0 0 - 8 0 0 c m - ' r e g i o n o f ( A ) a n I D C b r e a s t b i o p s y . R e d b o x e s a r e h i g h l i g h t i n g
p h e n y l a l a n i n e v i b r a t i o n a l m o d e s . S p e c t r a w e r e b a s e l i n e - c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r
c l a r i t y .
C h a p t e r 0 6 - O p t l m l s a t l o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 1
T a b l e 6 . 2 . M a j o r R a m a n p e a k a s s i g n m e n t s f o r b r e a s t t i s s u e s [ 3 5 - 3 8 ] .
W a v e l e n g t h ( c m - )
P e a k A s s i g n m e n t s
,
3 3 0 0
v ( N - H ) , a m i d e A
3 0 6 5
& ( C N H ) , a m i d e B
2 9 5 5
V
a s
( C H 3 )
2 9 3 6
v
a s
( C H
2
)
2 8 9 6 V
s
(
C H
3 )
2 8 5 5
V s (
C H
2 )
1 7 3 5
v ( C = O ) , l i p i d e s t e r
1 6 6 2
v ( C = O ) , a m i d e I
1 6 0 7
& ( C = C ) , p h e n y l a l a n i n e
1 5 8 5
& ( C = C ) , p h e n y l a l a n i n e
1 4 4 8 & ( C H
2
/ C H 3 ) , I i p i d s a n d p r o t e i n s
1 3 0 0 - 1 2 3 0
v ( C N ) , a m i d e I I I
1 2 4 0
v
a s
( P 0
2
- ) , n u c l e i c a c i d
1 2 0 8
v ( C - C ) , t r y p t o p h a n , p h e n y l a l a n i n e
1 1 8 2
& ( G - H ) , t y r o s i n e
1 1 5 3
v ( C - N ) , p h e n y l a l a n i n e
1 0 8 0
v
a s
( P 0
2
- ) , n u c l e i c a c i d
1 0 4 4
V ( P 0 4 ) , c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
1 0 2 6
& ( G - H ) , p h e n y l a l a n i n e
1 0 0 2
v s ( C - C ) r i n g b r e a t h i n g m o d e o f p h e n y l a l a n i n e
9 6 0
v ( P 0
4
' > - ) f r o m c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
9 3 6
v ( C - C ) , p r o l i n e , v a l i n e
8 5 6
& ( C C H ) p r o l i n e a n d t y r o s i n e
6 . 2 . 1 R E G I O N I : 4 0 0 0 - 3 0 5 0 C M -
1
- O H A N D N H S T R E T C H I N G V I B R A T I O N S
T h e p r o m i n e n t s p e c t r a l d i f f e r e n c e f o r R a m a n c o m p a r e d t o t h e I R s p e c t r a
i s t h e a b s e n c e o f v ( O H ) b a n d s i n t h e R a m a n s p e c t r a o f b r e a s t b i o p s i e s ( F i g u r e
6 . 8 A ) a n d i n a l l b i o l o g i c a l r e f e r e n c e s a m p l e s . A r e l a t i v e l y w e a k a m i d e B b a n d ,
a t 3 0 6 5 c m - ' , i s o b s e r v e d i n t h e b r e a s t b i o p s y , a s w e l l a s i n t h e s p e c t r a o f
m u c i n g l y c o p r o t e i n ( F i g u r e 6 . 8 C ) a n d b o v i n e a l b u m i n p r o t e i n ( F i g u r e 6 . 8 0 ) [ 3 5 ] .
T h e p e a k i s a b s e n t i n t h e s p e c t r a o f c a l f t h y m u s D N A , o l e i c a c i d , ~-carotene,
a n d c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e ( F i g u r e s 6 . 8 B , E - G ) . T h e l i m i t e d i n f o r m a t i o n i n t h i s
r e g i o n , t h e r e f o r e , i s n o t u s e f u l f o r R a m a n d i a g n o s t i c s .
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 2
6 . 2 . 2 R E G I O N 1 1 : 3 0 5 0 - 2 7 5 0 C M -
1
_ C H S T R E T C H I N G V I B R A T I O N S
T h e 3 0 5 0 - 2 7 5 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n c o n t a i n s p e a k s t h a t a r e a s s i g n e d t o
t h e v a r i o u s C H s y m m e t r i c a n d a n t i - s y m m e t r i c s t r e t c h i n g v i b r a t i o n s [ 3 5 ] . S i m i l a r
t o t h e I R s p e c t r u m , t h e s e b a n d s a r e d u e t o t h e c o m b i n a t i o n o f p r o t e i n s , l i p i d s ,
n u c l e i c a c i d s a n d c h e m i c a l s u s e d i n t i s s u e p r o c e s s i n g .
B a s e d o n t h e l i t e r a t u r e , t h e p e a k s a t 2 9 5 5 a n d 2 8 9 6 c m -
1
a r e a s s i g n e d
t o t h e V a s ( C H 3 ) a n d V s ( C H 3 ) m o d e s w h e r e a s t h o s e o f 2 9 3 6 a n d 2 8 5 5 c m -
1
a r e
a s s i g n e d t o V a s ( C H 2 ) a n d V s ( C H 2 ) m o d e s , r e s p e c t i v e l y [ 3 5 , 3 9 ] . T h e r e l a t i v e
i n t e n s i t y a n d l i n e - s h a p e o f t h i s s p e c t r a l r e g i o n i s h i g h l y d e p e n d e n t u p o n t h e
a m o u n t o f t h e i n d i v i d u a l t i s s u e c o m p o n e n t s p r e s e n t i n t h e s a m p l e . T h e
i n t e n s i t i e s o f V a s ( C H 2 ) a n d V s ( C H 2 ) b a n d s a r e e l e v a t e d i n t h e s p e c t r a o f t i s s u e
w i t h h i g h a d i p o s e c o n t e n t , s i m i l a r t o t h o s e i n t h e o l e i c a c i d s p e c t r u m ( F i g u r e
6 . 8 E ) .
6 . 2 . 3 R E G I O N I l l : 1 8 0 0 - 5 0 0 C M -
1
_ F I N G E R P R I N T R E G I O N
T h e f i n g e r p r i n t r e g i o n c o n t a i n s d i a g n o s t i c b a n d s f r o m p r o t e i n s , I i p i d s ,
n u c l e i c a c i d s a n d o t h e r b i o m o l e c u l e s i n c l u d i n g c a r o t e n o i d s a n d c a l c i u m
h y d r o x y a p a t i t e . T h e r e a r e t w o m a j o r d i f f e r e n c e s o b s e r v e d i n a R a m a n
s p e c t r u m c o m p a r e d t o t h e s a m e r e g i o n o f a n I R s p e c t r u m : t h e a b s e n c e o f a n
a m i d e 1 1 b a n d ( - 1 5 5 0 c m -
1
) a n d a m o r e i n t e n s e a m i d e I I I b a n d ( - 1 3 3 0 c m -
1
)
[ 3 7 , 4 0 - 4 2 ] . F u r t h e r m o r e , a d d i t i o n a l b a n d s a s s i g n e d t o a m i n o a c i d s a r e
o b s e r v e d i n t h i s r e g i o n i n c l u d i n g : t y r o s i n e , p h e n y l a l a n i n e , t r y p t o p h a n , p r o l i n e
a n d v a l i n e .
T h e b a n d a t 1 6 6 2 c m -
1
i s a s s i g n e d t o t h e a m i d e I m o d e o r i g i n a t i n g
m a i n l y f r o m p r o t e i n s a n d n u c l e i c a c i d s ( F i g u r e s 6 . 8 B - D ) . T h e t w o w e a k b a n d s
a t 1 6 1 0 a n d 1 5 8 5 c m -
1
o b s e r v e d i n t h e b r e a s t t i s s u e ( r e d b o x ) a n d b o v i n e
C h a p t e r 0 6 ~ O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 3
a l b u m i n p r o t e i n ( F i g u r e s 6 . 7 A a n d D ) a r e d u e t o t h e 6 ( C = C ) m o d e s o f a r o m a t i c
a m i n o a c i d s ( p h e n y l a l a n i n e , t y r o s i n e , a n d t r y p t o p h a n ) [ 3 7 , 3 8 , 4 3 ) . T h e b a n d a t
1 4 4 8 c m -
1
i s a s s i g n e d t o t h e 6 ( C H 2 / C H 3 ) m o d e s f r o m a c o m b i n a t i o n o f
I i p o p r o t e i n s f r o m t h e c e l l m e m b r a n e , a d i p o s e t i s s u e , a n d n u c l e i c a c i d s . T h e
a m i d e I I I b a n d s a r e o b s e r v e d i n t h e r e g i o n o f 1 2 9 5 - 1 2 0 0 c m - l , w h i c h a r e
a t t r i b u t e d t o a c o m b i n a t i o n o f v ( C N ) a n d 6 ( N H ) m o d e s o f t h e p e p t i d e b o n d
( - C O N H ) . O t h e r b a n d s a s s i g n e d t o t h e a m i n o a c i d s i n c l u d e : t h e v ( C - C ) m o d e s
o f t r y p t o p h a n a n d p h e n y l a l a n i n e a t 1 2 0 8 c m - 1 , t h e 6 ( G - H ) m o d e o f t y r o s i n e a t
1 1 8 2 c m -
1
, t h e v ( C - N ) , 6 ( G - H ) a n d v s ( C - C ) r i n g b r e a t h i n g m o d e s o f
p h e n y l a l a n i n e a t 1 1 5 3 , 1 0 2 6 a n d 1 0 0 2 c m -
1
, r e s p e c t i v e l y [ 3 7 , 3 8 , 4 3 ) . T h e
b a n d s a t 9 3 6 a n d 8 5 6 c m -
1
a r e a s s i g n e d t o t h e v ( C - C ) m o d e s o f p r o l i n e a n d
v a l i n e , a n d t h e 6 ( C C H ) m o d e s o f p r o l i n e a n d t y r o s i n e , r e s p e c t i v e l y [ 3 7 , 3 8 , 4 3 ) .
T h e s p e c t r u m o f l 3 - c a r o t e n e ( F i g u r e 6 . 8 F ) e x h i b i t s t h r e e m a j o r
c h a r a c t e r i s t i c b a n d s i n t h i s r e g i o n i n c l u d i n g t h o s e d u e t o : t h e v ( C = C ) m o d e a t
1 5 1 5 c m -
1
, t h e v ( C - C ) m o d e a t 1 1 5 6 c m -
1
, a n d t h e r i n g b r e a t h i n g m o d e a t
1 0 0 4 c m -
1
[ 1 2 ) . A l t h o u g h t h e r e i s a m i n i m a l c o n t r i b u t i o n f r o m l 3 - c a r o t e n e i n t h e
s p e c t r u m o f t h e b i o p s y m e a s u r e d w i t h 1 0 6 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n , t h e s e b a n d s
a r e r e s o n a n c e - e n h a n c e d u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 2 ) .
T w o m a j o r b a n d s a r e o b s e r v e d i n t h e c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
( C a 1 0 ( O H M P 0 4 ) s ) s p e c t r u m ( F i g u r e 6 . 8 G ) a t 1 0 4 1 a n d 9 6 1 c m - 1 , w h i c h a r e
a s s i g n e d t o t h e V a s ( P O n a n d V s ( P 0 4 - ) m o d e s , r e s p e c t i v e l y [ 4 4 ) .
6 . 3 D I F F E R E N T I A T I O N O F B R E A S T L E S I O N S
D i f f e r e n t i a t i o n o f b r e a s t l e s i o n s i s b a s e d o n m a c r o s p e c t r o s c o p i c
a p p r o a c h e s u s i n g F T - R a m a n s p e c t r o s c o p y o r m i c r o s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h e s
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 4
u s i n g d i s p e r s i v e R a m a n m i c r o s p e c t r o s c o p y w i t h l a s e r e x c i t a t i o n s o f 5 1 4 a n d
8 3 0 n m . R a m a n s p e c t r a u s i n g a m a c r o s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h w e r e c o l l e c t e d
b y p l a c i n g t h e b i o p s y s a m p l e s o n a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r s , w h e r e a s
20-~m-thick t i s s u e s e c t i o n s w e r e m o u n t e d o n e i t h e r C a F
2
w i n d o w s o r m i r r o r s
w i t h t h e m i c r o s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h . D u e t o t h e l i m i t e d a v a i l a b i l i t y o f t h e
8 3 0 - n m l a s e r ( o n l o a n f r o m T h e M e d i c a l L a s e r I n s t i t u t e , T h e U n i v e r s i t y o f
L i v e r p o o l , U K ) , o n l y t w o I D C s a m p l e s w e r e a n a l y s e d , w i t h t h e f o c u s b e i n g
i d e n t i f i c a t i o n o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n u s i n g R a m a n i m a g i n g .
6 . 3 . 1 B U L K T I S S U E A N A L Y S I S U S I N G M A C R O S P E C T R O S C O P I C A p P R O A C H
R e p r e s e n t a t i v e R a m a n s p e c t r a f r o m a b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e a n d a
m a l i g n a n t I D C b i o p s y f i x e d i n f o r m a l i n a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 6 . 9 . T h e s e
s p e c t r a s h o w t h a t a 1 0 - m i n u t e ( o r e q u i v a l e n t t o 5 1 2 c o - a d d e d s c a n s a t 4 c m -
1
r e s o l u t i o n ) c o l l e c t i o n t i m e p r o d u c e s g o o d S I N r a t i o s w i t h o u t s i g n i f i c a n t s a m p l e
d e h y d r a t i o n . H o w e v e r , t h i s a p p r o a c h w a s n o t u s e d i n s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t s
a s t h e s p a t i a l r e s o l u t i o n w a s i n a p p r o p r i a t e . T h e s p o t s i z e f o r t h e F T - R a m a n
o p e r a t i n g i n m a c r o s c o p i c a n d m i c r o s c o p i c m o d e s a r e a p p r o x i m a t e l y 1 0 0 a n d
6 5 I t m , r e s p e c t i v e l y . F u r t h e r m o r e , t h e s m a l l s a m p l e s i z e ( - 1 m m
3
) m a d e
s e c t i o n i n g f o r f u r t h e r h i s t o p a t h o l o g i c a l a n d s p e c t r o s c o p i c ( I R a n d R a m a n )
a n a l y s e s d i f f i c u l t .
6 . 3 . 1 . 1 R E G I O N I : 4 0 0 0 - 3 0 5 0 C M -
1
T h e a m i d e 8 b a n d a t 3 0 6 5 c m -
1
i s o b s e r v e d t o b e s t r o n g e r r e l a t i v e t o
o t h e r b a n d s i n t h a t o f t h e s p e c t r u m o f t h e b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e l e s i o n
( F i g u r e 6 . 9 A ) t h a n i n t h e m a l i g n a n t I D C l e s i o n ( F i g u r e 6 . 9 8 ) . H o w e v e r , t h i s
r e g i o n l a c k s d i a g n o s t i c s p e c t r a l i n f o r m a t i o n ( a b s e n c e o f a m i d e a n d H - b o n d i n g
w a t e r b a n d s ) f o r t i s s u e c o m p a r i s o n a n d i s s u b s e q u e n t l y n o t u s e d f o r d i a g n o s i s .
C h a p t e r 0 6 - O p l i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 5
6 . 3 . 1 . 2 R E G I O N 1 1 : 3 0 5 0 - 2 7 5 0 C M -
1
T h e p o s i t i o n s o f t h e v ( C H ) s t r e t c h i n g v i b r a t i o n s f o r b o t h b e n i g n a n d
m a l i g n a n t b i o p s i e s a r e s i m i l a r . T h e m a j o r d i f f e r e n c e i s t h e i n t e n s i t i e s o f t h e
V s ( C H 3 ) a n d v ( C H
2
) b a n d s a t 2 8 9 6 a n d 2 8 5 5 c m -
1
i n t h e b i o p s y f r o m a
m a l i g n a n t l e s i o n . T h e h i g h e r i n t e n s i t i e s o f t h e s e t w o b a n d s r e l a t i v e t o o t h e r s
a r e i n d i c a t i v e o f a h i g h e r l i p o p r o t e i n c o n t e n t d u e t o c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n w i t h a
s m a l l c o n t r i b u t i o n o f a d i p o s e t i s s u e i n t h e f o r m a l i n - f i x e d I D C b i o p s y .
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F i g u r e 6 . 9 . R a m a n s p e c t r a o f f o r m a l i n - f i x e d h u m a n b r e a s t b i o p s i e s : ( A ) b e n i g n
f i b r o c y s t i c c h a n g e l e s i o n a n d ( B ) m a l i g n a n t I D C l e s i o n . ( I n s e t ) E x p a n s i o n o f 1 8 0 0 -
8 5 0 c m -
1
r e g i o n s h o w i n g t h e m a j o r b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . L i p : l i p i d ; P r o : p r o t e i n ;
D N A : d e o x y r i b o s e n u c l e i c a c i d ; a n d P h e : p h e n y l a l a n i n e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : 1 1 . =
1 0 6 4 - n m ; 2 0 0 m W , 5 1 2 s c a n s ; a n d 4 c m -
1
. S p e c t r a a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
6 . 3 . 1 , 3 R E G I O N I l l : 1 8 0 0 - 5 0 0 C M -
1
A s d i s c u s s e d i n C h a p t e r 4 , f o r m a l i n f i x a t i o n r e t a i n s t h e a d i p o s e c o n t e n t
b u t t h e a m i d e I b a n d s h i f t s t o a l o w e r w a v e n u m b e r d u e t o t h e a l t e r a t i o n o f
p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e d u r i n g c r o s s - l i n k i n g . H o w e v e r , t h e a m i d e I b a n d a t
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 6
1 6 5 5 c m -
1
w a s n o t o b s e r v e d t o s h i f t t o l o w e r w a v e n u m b e r s i n t h e R a m a n
s p e c t r a o f e i t h e r t h e b e n i g n o r m a l i g n a n t b i o p s i e s c o m p a r e d w i t h t h e s p e c t r a o f
D C I S s t o r e d i n P B S / D 2 0 ( F i g u r e 6 . 6 ) T h e s e f i n d i n g s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e
p r e v i o u s w o r k b y F r a n k e t a l . [ 1 2 ] .
T h e m a j o r d i f f e r e n c e s i n t h i s r e g i o n b e t w e e n t h e m a l i g n a n t t i s s u e
s p e c t r a a r e t h e p r e s e n c e o f a l i p i d e s t e r v ( C = O ) b a n d a t 1 7 3 5 c m - \ a n d m o r e
i n t e n s e t ' \ ( C H 2 ) b a n d s a t 1 4 4 5 c m - \ w h i c h a r e d u e t o t h e a d i p o s e t i s s u e a s
e v i d e n c e d b y t h e s t r o n g e r v ( C H
2
) b a n d i n R e g i o n 1 1 . T h e r e i s a n i n c r e a s e i n t h e
i n t e n s i t i e s o f a m i d e I a n d I I I b a n d s ( 1 6 5 5 a n d 1 3 0 0 - 1 2 0 0 c m -
1
) r e l a t i v e t o o t h e r
b a n d s i n t h e m a l i g n a n t t i s s u e , w h i c h i s i n d i c a t i v e o f h i g h e r c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n
[ 4 5 ] . T h e n u c l e i c a c i d v s ( P O n a n d t h e p r o l i n e t ' \ ( C C H ) b a n d s a t 1 0 8 0 a n d
8 5 6 c m -
1
, r e s p e c t i v e l y , a r e s t r o n g e r i n t h e m a l i g n a n t t i s s u e , w h i l e t h e r e i s a
d e c r e a s e i n t h e i n t e n s i t y o f t h e r i n g b r e a t h i n g m o d e o f p h e n y l a l a n i n e a t
1 0 0 4 c m -
1
i n t h e m a l i g n a n t t i s s u e r e l a t i v e t o o t h e r b a n d s . T h e s e o b s e r v a t i o n s
i n d i c a t e a n e l e v a t e d c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n i n t h e m a l i g n a n t I D C l e s i o n c o m p a r e d
w i t h t h e b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e l e s i o n .
6 . 3 . 2 C O M P A R I S O N O F B R E A S T L E S I O N S W I T H L I P I D C O N T E N T U S I N G
M I C R O S P E C T R O S C O P I C A p P R O A C H ( A . = 5 1 4 N M )
R a m a n s p e c t r a o f f o u r 2 0 - l . l m - t h i c k b r e a s t c r y o s e c t i o n s ( t w o b e n i g n
f i b r o c y s t i c c h a n g e s a n d t w o m a l i g n a n t I D C ) m o u n t e d o n C a F 2 w i n d o w s a n d a
r e f e r e n c e J 3 - c a r o t e n e w e r e c o l l e c t e d u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e
6 . 1 0 ) . T h e s p e c t r a w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e t i s s u e s u r r o u n d i n g t h e d u c t a n d a r e
n o r m a l i s e d t o t h e s t r o n g i n t e n s i t y o f t h e c a r o t e n o i d t ' \ ( C H 2 ) b a n d a t 1 5 1 4 c m -
1
•
T h e r e s o n a n c e e n h a n c e d c a r o t e n e b a n d s a t 1 5 1 4 , 1 1 5 5 a n d 1 0 0 4 c m -
1
d o m i n a t e a l l c r y o s e c t i o n s p e c t r a . T h e i n t e n s i t i e s o f t h e a m i d e I a n d I I I b a n d s , a t
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 7
1 6 5 5 a n d 1 3 0 0 c m -
1
, a n d l i p i d b a n d s , a t 1 7 4 0 a n d 1 4 4 5 c m - 1 , a r e r e l a t i v e l y
s t r o n g e r i n t h e s p e c t r a o f m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n s c o m p a r e d t o t h e b e n i g n
c r y o s e c t i o n s . I n t h e h i g h - l i p i d m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 1 O A ) , t h e a m i d e I
b a n d i s c e n t r e d a t 1 6 5 5 c m - 1 , w h i l e t h e b a n d s h i f t s t o l o w e r w a v e n u m b e r
( - 1 6 3 8 c m -
1
) i n t h e s p e c t r a o f b o t h b e n i g n c r y o s e c t i o n s ( F i g u r e s 6 . 1 0 B a n d D ) .
T h e l o w - l i p i d m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 1 0 C ) e x h i b i t s a w e a k b a n d a t
1 6 5 5 c m -
1
b u t a r e l a t i v e l y s t r o n g e r b a n d a t 1 6 3 8 c m -
1
. T h e c h a n g e s c o u l d b e
d u e t o c h a n g e s i n p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e s d u r i n g c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n
( f r o m l 3 - s h e e t a t 1 6 3 8 c m -
1
t o a - h e l i x a t 1 6 5 5 c m -
1
) .
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F i g u r e 6 . 1 0 . M i c r o s p e c t r o s c o p i c c o m p a r i s o n o f l i p o p r o t e i n l e v e l s i n : ( A ) a h i g h - l i p i d
m a l i g n a n t I D C c r y o s e c t i o n ; ( 6 ) a h i g h - l i p i d b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e c r y o s e c t i o n ; ( C ) a
l o w - l i p i d m a l i g n a n t I D C c r y o s e c t i o n ; ( D ) a l o w - l i p i d b e n i g n f i b r o c y s t i c c r y o s e c t i o n ; a n d
( E ) l 3 - c a r o t e n e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A = 5 1 4 n m ; ( A - D ) 2 m W a t s a m p l e s ; 3 0 s ; 1
a c c u m u l a t i o n ; x 2 0 m a g n i f i c a t i o n ; a n d t h i c k n e s s e s o f 2 0 I l m ; a n d ( E ) 0 . 2 m W ; 1 0 s ; 1
a c c u m u l a t i o n ; a n d x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p e c t r a a r e n o r m a l i s e d t o t h e l 3 - c a r o t e n e b a n d
a t 1 5 1 4 c m -
1
, b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 8
T h e a m i d e I I I ( 1 3 0 0 c m -
1
) a n d l i p i d ( 1 7 4 0 a n d 1 4 4 5 c m -
1
) b a n d s a r e
r e l a t i v e l y s t r o n g e r i n b o t h m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n s t h a n i n t h e s p e c t r a o f b e n i g n
c r y o s e c t i o n s . T h e s t r o n g e r i n t e n s i t i e s o f l i p i d i n b o t h m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n s
a r e i n d i c a t i v e o f a n i n c r e a s e i n l i p o p r o t e i n l e v e l s f r o m t h e c e l l m e m b r a n e . T h e
m a j o r p a t h o l o g i c a l f e a t u r e o f t h e b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e i s a n e n l a r g e m e n t o f
t h e d u c t d u e t o t h e c y s t f o r m a t i o n . N o c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n i s p r e s e n t i n t h i s
c o n d i t i o n a n d t h e m a j o r l i p i d b a n d s a r e m a i n l y d u e t o t h e a d i p o s e t i s s u e [ 4 6 ] .
6 . 4 C H A R A C T E R I S A T I O N A N D I D E N T I F I C A T I O N O F L C I S A N D M I C R O -
C A L C I F I C A T I O N U S I N G R A M A N I M A G I N G
R a m a n i m a g i n g u s e s f i l t e r s t o a c q u i r e t h e i m a g e , w h i c h b y p a s s t h e
g r a t i n g u s e d i n s i n g l e - p o i n t m i c r o s p e c t r o s c o p y . T h e l a s e r s p o t s i z e i s
e x p a n d e d t o v a r i o u s d e f o c u s p e r c e n t a g e s d u r i n g t h e e x p e r i m e n t a n d i s
c o n t r o l l e d b y t h e c o m p u t e r s o f t w a r e [ 4 7 ] . T h e h i g h e r d e f o c u s p e r c e n t a g e s
r e s u l t i n a l a r g e r s a m p l i n g a r e a f o r i m a g i n g . P r i o r t o i m a g i n g , a f i l t e r s p e c t r u m
w a s c o l l e c t e d t o l o c a t e t h e b a n d o f i n t e r e s t , e . g . , t h e a m i d e I b a n d a t 1 6 5 0 c m - \
w h i c h m a y s h i f t ± 1 0 c m -
1
w h e n a c q u i r e d u s i n g t h e g r a t i n g , a n d t h e s t r o n g e s t
p e a k f r o m t h e f i l t e r s p e c t r u m i s t h e n u s e d t o c o l l e c t a R a m a n i m a g e . T h e
a c q u i s i t i o n t i m e i n t h i s s t u d y w a s 6 0 0 s o r t e n t i m e s t h e c o l l e c t i o n t i m e u s e d t o
a c q u i r e s i n g l e - p o i n t g r a t i n g s p e c t r u m . T w o l a s e r e x c i t a t i o n s , 5 1 4 a n d 8 3 0 n m ,
w e r e e m p l o y e d : 5 1 4 - n m e x c i t a t i o n f o r o p t i m i s a t i o n a n d c h a r a c t e r i s a t i o n o f a
L C I S c r y o s e c t i o n , w h i l e t h e 8 3 0 - n m e x c i t a t i o n w a s e m p l o y e d f o r i d e n t i f i c a t i o n o f
m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i n a m a l i g n a n t I D C c r y o s e c t i o n .
6 . 4 . 1 O P T I M I S A T I O N F O R R A M A N I M A G I N G : ~ - C A R O T E N E
T h e l 3 - c a r o t e n e b a n d s e x h i b i t s t r o n g r e s o n a n c e R a m a n e n h a n c e m e n t o n
e x c i t a t i o n o f t h e I t - 7 l t * e l e c t r o n i c t r a n s i t i o n u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n [ 1 7 ] .
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 3 9
P r i o r t o a n i n v e s t i g a t i o n o f b r e a s t l e s i o n s , J 3 - c a r o t e n e s a m p l e s w e r e i m a g e d t o
e s t a b l i s h t h e o p t i m a l c o n d i t i o n s f o r s u b s e q u e n t R a m a n i m a g i n g . T h e
p h o t o m i c r o g r a p h a n d a r e p r e s e n t a t i v e R a m a n s p e c t r u m o f J 3 - c a r o t e n e
d e p o s i t e d o n a n a l u m i n i u m s a m p l e h o l d e r a r e p r e s e n t e d i n ( F i g u r e s 6 . 1 1 A a n d
B ) . T h e R a m a n s p e c t r u m e x h i b i t s s t r o n g r e s o n a n c e - e n h a n c e d b a n d s a t 1 5 1 4
a n d 1 1 5 5 c m -
1
a s c r i b e d t o t h e v ( C = C ) a n d v ( C - C ) v i b r a t i o n s , r e s p e c t i v e l y , a n d
t h e v ( C = C ) b a n d w a s u s e d t o o b t a i n R a m a n i m a g e s ( F i g u r e 6 . 1 1 B ) [ 1 2 , 1 7 ] .
T e n R a m a n f i l t e r i m a g e s c e n t r e d a t 1 5 0 8 c m -
1
( b a s e d o n t h e 1 5 1 4 c m -
1
v ( C = C ) b a n d f r o m t h e g r a t i n g s p e c t r u m ) w i t h v a r i o u s d e f o c u s i n g p e r c e n t a g e s ( 0
t o 5 0 % ) u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n a r e d e p i c t e d i n F i g u r e 6 . 1 1 C . T h e
i m a g e s a l l h a v e a c a l c u l a t e d s p a t i a l r e s o l u t i o n o f 1 . 6 ! 1 m f o r t h e x 2 0 / 0 . 4 0 N A
o b j e c t i v e l e n s a t 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n . R e g i o n s w i t h h i g h i n t e n s i t i e s o f 1 3 -
c a r o t e n e d i s t r i b u t i o n a r e i n r e d , w h i l e r e g i o n s w i t h o u t J 3 - c a r o t e n e o r w h e r e t h e
l a s e r b e a m d i d n o t i l l u m i n a t e t h e s a m p l e a r e r e p r e s e n t e d i n b l a c k . T h e a r e a o f
h i g h i n t e n s i t y ( r e d ) i n t h e 0 % d e f o c u s e d i m a g e i s d u e t o u n e v e n p a c k i n g o f t h e
s a m p l e , w h i c h w a s u n a v o i d a b l e a n d a c o n s e q u e n c e o f t h e g r a n u l a r n a t u r e o f
t h e s a m p l e . T h e J 3 - c a r o t e n e p r o d u c e d t h e b e s t i m a g e s w h e n t h e l a s e r w a s
d e f o c u s e d b e t w e e n 5 a n d 1 5 % . T h e s a m p l e s u n d e r w e n t p h o t o - d e g r a d a t i o n a t
d e f o c u s i n g p e r c e n t a g e s o f 3 5 t o 5 0 % a s e v i d e n t b y a c h a n g e i n c o l o u r f r o m
r e d - b r o w n t o b l a c k . H o w e v e r , t h e i m a g e s w i t h 2 0 - 2 5 % d e f o c u s i n g s h o w t h a t
t h e l a s e r b e a m h a s i l l u m i n a t e d t o t h e m a x i m u m i m a g e a r e a c o m p a r e d t o t h e
i m a g e a c q u i r e d w i t h d e f o c u s i n g o f 0 % . A s a r e s u l t o f t h i s p r e l i m i n a r y
e x p e r i m e n t , R a m a n i m a g e s o n t i s s u e a n a l y s i s w e r e a c q u i r e d w i t h t h e l a s e r
b e a m d e f o c u s s e t b e t w e e n 5 a n d 2 0 % .
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F i g u r e 6 . 1 1 . ( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f f ) - c a r o t e n e d e p o s i t e d o n a n a l u m i n i u m s a m p l e
h o l d e r a n d ( 8 ) t h e R a m a n s p e c t r u m c o l l e c t e d u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ; a n d ( C )
t h e R a m a n i m a g e s u s i n g t h e v ( C = C ) b a n d a t 1 5 1 4 c m -
1
w i t h v a r i o u s l a s e r d e f o c u s
p e r c e n t a g e s . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A . = 5 1 4 - n m ; l a s e r p o w e r : 0 . 1 m W a t s a m p l e ;
6 0 0 s ; 1 a c c u m u l a t i o n ; a n d x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p a t i a l r e s o l u t i o n : 1 . 6 J . l m a n d i m a g e
d i m e n s i o n : 2 8 x 2 8 J . l m
2
.
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 4 1
6 . 4 . 2 C H A R A C T E R I S A T I O N O F L C I S U S I N G 5 1 4 - N M L A S E R E X C I T A T I O N
L o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u i s a p r e - c a n c e r o u s c o n d i t i o n i n w h i c h t h e
t u m o u r c e l l s a r e l o c a t e d w i t h i n t h e l o b u l e s b u t h a v e n o t i n v a d e d t h r o u g h t h e
b a s e m e n t m e m b r a n e [ 4 6 ) . I t i s u s u a l l y o c c u l t i n a m a m m o g r a m a n d h a s b e e n
r e p o r t e d t o b e f o u n d i n a s s o c i a t i o n w i t h o t h e r i n v a s i v e c a r c i n o m a s [ 4 9 ) . T h e r e
w e r e t w o s p e c i m e n s ( 2 % o f t h e t o t a l s a m p l e s ) i n t h i s r e s e a r c h d i a g n o s e d b y
h i s t o p a t h o l o g y a s h a v i n g L C I S . H o w e v e r , t h e r e i s o n l y l i m i t e d r e s e a r c h o n t h i s
r a r e p r e - i n v a s i v e c a r c i n o m a [ 1 1 ) . T h e r e f o r e , a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g i s
i m p o r t a n t f o r d e t e c t i o n f o r t h i s c o n d i t i o n .
T h e b o x m a r k e d o n t h e u n s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 1 2 A L e f t ) c o n t a i n s a
c l u s t e r o f t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e l o b u l e s , a n d w a s i d e n t i f i e d a s L C I S b y a
p a t h o l o g i s t u s i n g t h e a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 1 2 A R i g h t ) . T h e
r e p r e s e n t a t i v e R a m a n s p e c t r u m o f t h e L C I S i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 6 . 1 2 8 .
T h e L C I S R a m a n s p e c t r u m i s d o m i n a t e d b y c a r o t e n o i d b a n d s ( m a r k e d
w i t h a s t e r i s k s ) . T h e i m a g e s w e r e c o l l e c t e d u s i n g 2 0 % l a s e r d e f o c u s , a
c o l l e c t i o n t i m e o f 6 0 0 s a n d w e r e c o n s t r u c t e d b a s e d o n t h e f i l t e r s p e c t r a o f
a m i d e I b a n d , a t 1 6 5 0 c m -
1
( g r a t i n g 1 6 5 4 c m -
1
) , / ) ( C H
2
) b a n d , a t 1 4 3 5 c m -
1
( g r a t i n g 1 4 4 0 c m -
1
) , a n d p h e n y l a l a n i n e r i n g - b r e a t h i n g b a n d , a t 1 0 0 2 c m -
1
( g r a t i n g 1 0 0 4 c m - \ ( F i g u r e s 6 . 1 2 D - F ) . T h e o v e r l a i d i m a g e o f t h e s e t h r e e
b a n d s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 6 . 1 2 C . T h e i m a g e c o l o u r s w e r e i n v e r t e d f o r c l a r i t y
a n d a h i g h e r d i s t r i b u t i o n o f a p a r t i c u l a r b a n d i s r e p r e s e n t e d b y l i g h t b l u e ,
w h e r e a s a l o w e r d i s t r i b u t i o n i s r e p r e s e n t e d b y y e l l o w / p a l e - g r e e n .
• O c c u l t i s t h e m e d i c a l t e r m f o r d i f f i c u l t t o s e e , n o t v i s i b l e t o t h e n a k e d e y e , a n d o n l y d e t e c t a b l e
b y m i c r o s c o p e o r c h e m i c a l t e s t i n g [ 4 8 ] O x f o r d C o n c i s e M e d i c a l D i c t i o n a r y . 6 t h e d . , O x f o r d
U n i v e r s i t y P r e s s , O x f o r d , 2 0 0 3 .
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F i g u r e 6 . 1 2 . ( A ) P h o t o m i c r o g r a p h o f a c l u s t e r o f t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e l o b u l e s o f a n
u n s t a i n e d 2 0 - f l m - t h i c k L C I S c r y o s e c t i o n m o u n t e d o n C a F
2
w i n d o w , a n d ( r i g h t ) t h e
a d j a c e n t H & E s t a i n e d s e c t i o n . T h e b o x e s i n d i c a t e t h e a r e a s w h e r e t h e R a m a n i m a g e s
w e r e c o l l e c t e d . ( 8 ) T h e r e p r e s e n t a t i v e L C I S R a m a n s p e c t r u m . B a n d s a s s i g n e d t o t h e
~-carotene a r e m a r k e d w i t h a s t e r i s k s . R a m a n i m a g e s c o n s t r u c t e d u s i n g : ( C ) t h e
o v e r l a i d i m a g e o f D - F ; ( D ) a m i d e I ( 1 6 5 4 c m - ' ) b a n d ; ( E ) l i p i d ( 1 4 4 0 c m - ' ) b a n d ; a n d
( F ) P h e ( 1 0 0 4 c m - ' ) b a n d . A r r o w s : h i g h l e v e l o f t u m o u r c e l l s ( n u c l e i ) . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n , f i l t e r i m a g e 6 0 0 s , 2 0 % l a s e r d e f o c u s . S p e c t r u m
w a s m e a s u r e d u s i n g 1 8 0 0 l i n e s / m m g r a t i n g , 1 0 s , 1 a c c u m u l a t i o n , 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
r e g i o n , 2 0 % l a s e r d e f o c u s , x 2 0 m a g n i f i c a t i o n . S p a t i a l r e s o l u t i o n : 1 . 6 f l m a n d i m a g e
d i m e n s i o n : 5 8 x 5 8 f l m 2 . T h e s p e c t r u m i s b a s e l i n e c o r r e c t e d a n d t h e i m a g e c o l o u r s
a r e i n v e r t e d f o r c l a r i t y .
C h a p t e r 0 6 - O p l i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 4 3
T h e d i m e n s i o n s o f t h e s m a l l b r e a s t l o b u l e s w e r e a p p r o x i m a t e l y
1 2 0 x 1 2 0 ~m2, a n d t h e i m a g e s p r o d u c e d w e r e 5 8 x 5 8 ~m2. T h e r e f o r e , t h e
i m a g e a r e a o n l y r e p r e s e n t s t h e t u m o u r c e l l s w i t h i n t h e L C I S l o b u l e . A s s e e n i n
F i g u r e s 6 . 1 2 C - F , t h e d i s t r i b u t i o n o f e a c h d i a g n o s t i c b a n d i s s i m i l a r b u t v a r i e d
w i t h i n t h e i m a g e , w h i c h i s d u e t o v a r i a t i o n o f c e l l u l a r c o m p o n e n t s .
T h e r e a r e f o u r m a j o r a r e a s c o n t a i n i n g a h i g h a m i d e I d i s t r i b u t i o n ( a r r o w s ,
F i g u r e 6 . 1 2 D ) , w h i l e t h e r e m a i n i n g a r e a s s h o w m e d i u m i n t e n s i t y ( m a g e n t a ) . A
s i m i l a r d i s t r i b u t i o n i s o b s e r v e d i n l i p i d a n d c a r o t e n e i m a g e s . T h e s e c o n s i s t e n t
a r e a s o f h i g h c o n c e n t r a t i o n a r e i n d i c a t i v e o f n u c l e i w i t h i n t h e t u m o u r c e l l s ,
w h i c h a r e c l u s t e r e d t o g e t h e r , a s s h o w n i n t h e H & E s t a i n e d i m a g e ( F i g u r e
6 . 1 2 A ) . I n t h e a r e a c o l o u r e d i n b l u e , t h e r e a r e r e l a t i v e l y h i g h e r i n t e n s i t i e s o f t h e
a m i d e I , l i p i d a n d p h e n y l a l a n i n e b a n d s w i t h i n t h e t u m o u r c e l l s , w h i c h c o u l d b e
d u e t o t h e p r e s e n c e o f n u c l e i , a s e v i d e n c e d o f t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e
6 . 1 2 A ) . T h e m e d i u m i n t e n s i t y o b s e r v e d a r o u n d t h e n u c l e i c o u l d b e d u e t o t h e
c e l l m e m b r a n e a n d t o a l e s s e r e x t e n t , t h e i n t r a l o b u l a r s t r o m a . T h e y e l l o w
r e g i o n i s a s s i g n e d t o t h e c o n n e c t i v e t i s s u e .
T h e o v e r l a i d i m a g e ( F i g u r e 6 . 1 2 C ) d i s p l a y s a r e l a t i v e l y h i g h i n t e n s i t y o f
t h e s e t h r e e b a n d s i n t h e a r e a s i n d i c a t e d b y a r r o w s , a n d t h e s e a r e a a a r e
i n d i c a t i v e o f m o r e t u m o u r c e l l s c l u s t e r e d t o g e t h e r c o m p a r e d t o t h e t o p - r i g h t
a r e a . A s s h o w n h e r e , R a m a n i m a g i n g c o u l d b e u s e d t o c h a r a c t e r i s e v a r i o u s
t i s s u e c o m p o n e n t s f o r s m a l l l e s i o n s , s u c h a s l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u .
6 . 4 . 3 I D E N T I F I C A T I O N O F M I C R O - C A L C I F I C A T I O N I N A N I D C L E S I O N
L o c a t i o n o f m a s s e s a n d c a l c i f i c a t i o n s a r e t h e m a i n c h a r a c t e r i s t i c s o f a
l e s i o n o n a d i a g n o s t i c m a m m o g r a m . M a s s e s c a n b e d u e t o a c a n c e r o r a
b e n i g n c o n d i t i o n , w h i l e m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s a r e s m a l l m i n e r a l d e p o s i t s w i t h i n t h e
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 4 4
b r e a s t t i s s u e t h a t a p p e a r a s s m a l l w h i t e s p o t s o n t h e m a m m o g r a m s [ 4 6 , 5 0 , 5 1 ] .
T h e r e a r e t w o m a j o r t y p e s o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s t h a t h a v e s i m i l a r
m o r p h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s w h e n v i e w e d o n a m a m m o g r a m , t y p e I c a l c i u m
o x a l a t e d i h y d r a t e ( C a C 2 0 4 ' 2 H 2 0 ) a n d t y p e 1 1 c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
( C a 1 0 ( O H M P 0 4 ) s ) [ 4 6 , 5 2 ] . T h e t y p e I m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i s n o r m a l l y f o u n d i n
b e n i g n b r e a s t l e s i o n s a n d i s a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r s e c r e t i o n s , w h e r e a s t y p e 1 1
m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i s a s s o c i a t e d w i t h m a l i g n a n t b r e a s t c a n c e r a s a r e s u l t o f
n e c r o s i s [ 4 6 , 5 2 ] .
R a m a n s p e c t r o s c o p y h a s b e e n u s e d t o i d e n t i f y m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i n
v a r i o u s c a n c e r s [ 1 , 2 , 1 1 , 5 3 ] . T h e s e r e s u l t s w e r e b a s e d o n t h e i d e n t i f i c a t i o n o f
s i g n a t u r e b a n d s f r o m b o t h t y p e s o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n u s i n g s i n g l e - p o i n t
s p e c t r o s c o p y . K o l j e n o v i c a n d c o - w o r k e r s a p p l i e d k - m e a n s c l u s t e r a n a l y s i s t o
i m a g e t h e t y p e 1 1 c a l c i f i c a t i o n d e p o s i t i n a n e c r o t i c b r a i n t i s s u e u s i n g t h e i n t e n s e
c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e b a n d a t 9 6 1 c m -
1
[ 5 3 ] . H o w e v e r , t h e r e i s l i m i t e d
r e s e a r c h o n t h e m i c r o - c a l c i f i c a t i o n o n b r e a s t c a n c e r [ 2 ] .
R a m a n s p e c t r a o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a w i t h m i c r o - c a l c i f i c a t i o n
a n d a c o m m e r c i a l s a m p l e o f c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e
6 . 1 3 . A r e f e r e n c e s p e c t r u m o f c a l c i u m o x a l a t e w a s p r e v i o u s l y p u b l i s h e d b y
S h a f e r - P e l t i e r e t a l . a n d c o n t a i n s t w o m a j o r b a n d s a t 9 2 0 a n d 1 4 8 0 c m -
1
[ 2 ] .
T w o b a n d s o b s e r v e d a t 1 0 4 4 a n d 9 6 1 c m -
1
a r e a t t r i b u t e d t o t h e v ( p O l - ) m o d e s
o f c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e i n t h e i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a b r e a s t l e s i o n ( F i g u r e
6 . 1 3 A ) , a s s h o w n b y c o m p a r i s o n w i t h t h e R a m a n s p e c t r u m o f c a l c i u m
h y d r o x y a p a t i t e ( F i g u r e 6 . 1 3 B ) [ 2 , 5 3 ] . T h e c a l c i f i c a t i o n w a s a l s o c o n f i r m e d b y
t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n ( F i g u r e 3 . 1 2 ) . T h i s o b s e r v a t i o n , t h e r e f o r e , c a n b e
u s e d t o d e t e r m i n e t h e p r e s e n c e a n d t h e t y p e o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n ( t y p e I o r 1 1 )
( ' ' e l p t e r 0 6 O p t i m l s a t l o r & c,~elr1cterJs'::!lor G
f
8 1 e e l S T'scue~ L S I r e ] R a m a n S p e L ' r O S C O i = - V 2 4 5
t o d i a g n o s e t h e n a t u r e o f a b r e a s t l e s i o n c o n d i t i o n .
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F i g u r e 6 . 1 3 . ( T o p ) A H & E - s t a i n e d s e c t i o n o f a n I O C w i t h c a l c i f i c a t i o n ( a r r o w ) a n d t h e
a r e a ( b o x ) w h e r e R a m a n s p e c t r u m a n d i m a g e s w e r e c o l l e c t e d . ( B o t t o m ) R a m a n
s p e c t r a o f : ( A ) a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a b r e a s t l e s i o n w i t h m i c r o - c a l c i f i c a t i o n ; a n d
( B ) a r e f e r e n c e s p e c t r u m o f c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e . E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s : A . =
8 3 0 n m , l a s e r p o w e r : - 2 m W a t s a m p l e ; a v e r a g e o f t r i p l i c a t e s . S p e c t r a a r e b a s e l i n e -
c o r r e c t e d a n d a r e o f f s e t f o r c l a r i t y .
T w o R a m a n i m a g e s w e r e c o n s t r u c t e d u s i n g t h e h y d r o x y a p a t i t e b a n d s a t
1 0 4 0 a n d 9 5 8 c m -
1
( g r a t i n g : 1 0 4 4 a n d 9 6 1 c m -
1
) a n d a l a s e r e x c i t a t i o n o f 8 3 0
n m ( F i g u r e 6 . 1 4 ) . T h e s p a t i a l r e s o l u t i o n f o r x 2 0 1 0 . 4 0 N A o b j e c t i v e u s i n g 8 3 0 -
n m l a s e r e x c i t a t i o n i s c a l c u l a t e d t o b e a p p r o x i m a t e l y 2 . 5 ! A m , a n d t h e p r o d u c e d
i m a g e d i m e n s i o n i s 5 8 x 5 8 ! A m 2 . T h e a r e a m a r k e d o n b o t h i m a g e s e x h i b i t s
r e l a t i v e l y h i g h d e p o s i t i o n o f t y p e I 1 m i c r o - c a l c i f i c a t i o n w i t h i n t h e b r e a s t d u c t
( F i g u r e 6 . 1 3 ) c o m p a r e d t o t h e o u t e r r e g i o n o f t h e c a l c i f i c a t i o n . T h i s a r e a i s
i n d i c a t i v e o f h y d r o x y a p a t i t e s e e d i n g , w h i c h g r o w s f r o m t h e c e n t r e t o t h e
s u r r o u n d i n g r e g i o n ( g r e e n ) . A s p r e v i o u s l y r e p o r t e d , t y p e I m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i s
l e s s c o m m o n l y f o u n d i n b r e a s t t i s s u e , w h i c h c o u l d c o n f i r m t h e u n k n o w n
c a l c i f i c a t i o n i s d u e t o t h e t y p e I 1 m i c r o - c a l c i f i c a t i o n , i . e . , c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e
[ 2 ] . T h i s r e s u l t d e m o n s t r a t e s t h a t R a m a n i m a g i n g i s c a p a b l e o f d e t e c t i n g
m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s a n d h a s t h e p o t e n t i a l o f d i f f e r e n t i a t i n g b e n i g n f r o m
m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n s .
F i g u r e 6 . 1 4 . R a m a n i m a g e s o f a n i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a b r e a s t c r y o s e c t i o n i n
F i g u r e 6 . 1 3 s h o w i n g t y p e 1 1 m i c r o - c a l c i f i c a t i o n c o n s t r u c t e d u s i n g i n t e n s i t i e s o f t h e
b a n d s a t : ( A ) 1 0 4 4 c m -
1
; a n d ( 8 ) 9 6 1 c m -
1
. T h e b o x i s t h e a r e a w h e r e t h e r e i s h i g h
c o n c e n t r a t i o n i n c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e o f t h e m i c r o - c a l c i f i c a t i o n . E x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s : A = 8 3 0 - n m ; 6 0 0 s ; x 2 0 m a g n i f i c a t i o n ; s p a t i a l r e s o l u t i o n o f 2 . 5 I l m ; a n d
i m a g e d i m e n s i o n o f 5 8 x 5 8 ~lm2.
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R a m a n s p e c t r o s c o p i c i n v e s t i g a t i o n s o f b r e a s t t i s s u e s h a v e b e e n
e x t e n s i v e l y r e p o r t e d m a i n l y u s i n g n e a r - i n f r a r e d l a s e r e x c i t a t i o n s
[ 1 , 2 , 9 , 1 0 , 1 2 , 1 4 , 1 7 , 2 1 , 4 0 , 4 2 , 5 4 ] . T h i s r e s e a r c h h a d f o c u s s e d o n t h r e e m a j o r
a s p e c t s : s a m p l e o p t i m i s a t i o n , m a c r o s p e c t r o s c o p i c a n d m i c r o s p e c t r o s c o p i c
d i f f e r e n t i a t i o n o f b r e a s t t i s s u e s u s i n g 5 1 4 - a n d 8 3 0 - n m l a s e r e x c i t a t i o n s , a n d
c h a r a c t e r i s a t i o n o f t h e t u m o u r - f i l l e d b r e a s t l o b u l e o f a p r e - d e f i n e d L C I S l e s i o n
a n d i d e n t i f i c a t i o n o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i n a n I D C l e s i o n u s i n g N I R - R a m a n
i m a g i n g t e c h n i q u e s .
I n i t i a l s t u d i e s o n t h e s e l e c t i o n o f a p p r o p r i a t e l a s e r e x c i t a t i o n ( A = 5 1 4 ,
6 4 7 , 7 5 2 , 8 3 0 a n d 1 0 6 4 n m ) s h o w e d v a r i o u s d e g r e e s o f s p e c t r a l i n f o r m a t i o n
c o u l d b e o b t a i n e d a t d i f f e r e n t w a v e l e n g t h s . H o w e v e r , t h e s t r o n g f l u o r e s c e n c e
b a c k g r o u n d g e n e r a t e d u s i n g 6 4 7 - a n d 7 5 2 - n m e x c i t a t i o n m a s k e d t h e R a m a n
f e a t u r e s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . S u b s e q u e n t l y , t h e r e s e a r c h f o c u s s e d o n t h e
5 1 4 - , 8 3 0 - , a n d 1 0 6 4 - n m e x c i t a t i o n w a v e l e n g t h s . D i f f e r e n t s p e c t r a l i n f o r m a t i o n
w a s o b t a i n e d u s i n g t h e s e t h r e e l a s e r e x c i t a t i o n s . T h e m a i n s p e c t r a l f e a t u r e s
o b s e r v e d u s i n g 5 1 4 - n m e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 2 C ) w e r e t h e r e s o n a n c e - e n h a n c e d
c a r o t e n o i d R a m a n b a n d s . T h i s r e s o n a n c e e n h a n c e m e n t w a s w e a k ( p o s t -
r e s o n a n c e ) u s i n g a 8 3 0 - n m e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 2 B ) a n d w a s a b s e n t i n t h e
s p e c t r u m u s i n g a 1 0 6 4 - n m e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 2 A ) . H o w e v e r , t h e b a n d s d u e t o
p r o t e i n s a n d I i p i d s w e r e b e t t e r r e s o l v e d w h e n u s i n g t h e n e a r - i n f r a r e d
e x c i t a t i o n s , w h i c h c o u l d b e u s e d f o r d i a g n o s t i c c o m p a r i s o n .
S i n c e w a t e r i s a w e a k R a m a n s c a t t e r e r , R a m a n s p e c t r o s c o p y c a n b e
u s e d i n p a t h o l o g y l a b o r a t o r i e s t o m o n i t o r t h e p h y s i c a l s t a t e o f t i s s u e s e c t i o n s .
A s s h o w n i n F i g u r e 6 . 4 , s p e c t r a l c o n t a m i n a t i o n a r i s i n g m a i n l y f r o m p a r a f f i n w a x
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 4 8
w a s o b s e r v e d i n t h e s p e c t r u m o f d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n . T h i s
d e m o n s t r a t e s t h a t t h e r e c o m m e n d e d d e p a r a f f i n i s i n g t i m e i n t h e p a t h o l o g y
g u i d e l i n e s i s i n a d e q u a t e f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y . T h i s w a s a l s o s e e n i n I R
s p e c t r o s c o p y ( F i g u r e s 4 . 4 a n d 4 . 5 ) a n d i s c o n s i s t e n t w i t h l i t e r a t u r e r e p o r t s
[ 3 4 , 5 5 ) . R a m a n s p e c t r a o b t a i n e d f r o m f r e s h t i s s u e b i o p s i e s a n d c r y o s e c t i o n s
w e r e n o t c o n t a m i n a t e d d u e t o t h e m i n i m a l c h e m i c a l t r e a t m e n t s o u t l i n e d i n
C h a p t e r 2 , S e c t i o n 2 . 2 , a n d h e n c e , p r o v i d e d t h e m o s t r e l i a b l e d i a g n o s t i c
i n f o r m a t i o n .
I n o r d e r t o o b t a i n d i a g n o s t i c s p e c t r a f r o m b r e a s t t i s s u e s ,
m a c r o s p e c t r o s c o p i c e x a m i n a t i o n u s i n g F T - R a m a n s p e c t r o s c o p y r e q u i r e d f r e s h
t i s s u e s t o b e a n a l y s e d f o r n o l o n g e r t h a n 1 5 m i n o f l a s e r i r r a d i a t i o n . A l t h o u g h
t h e S I N r a t i o o f t h e s p e c t r a f o r l o n g e r l a s e r e x p o s u r e t i m e s w e r e b e t t e r , p h y s i c a l
a l t e r a t i o n o f t i s s u e d u e t o d e h y d r a t i o n w a s o b s e r v e d a n d , h e n c e , c o u l d
c o n f o u n d r e l i a b l e d i a g n o s e s , w h i c h i s u n a c c e p t a b l e . T h e r e f o r e , t h e r e s e a r c h
s h i f t e d t o m i c r o s p e c t r o s c o p i c a p p r o a c h e s w h e r e t i s s u e s w e r e s e c t i o n e d t o
v a r i o u s t h i c k n e s s e s a n d w e r e p l a c e d o n d i f f e r e n t m o u n t i n g s u b s t r a t e s t h a t w e r e
a l s o u s e d i n h i s t o p a t h o l o g y a n d i n f r a r e d s p e c t r o s c o p y . I n t h i s c u r r e n t s t u d y ,
b o t h C a F 2 w i n d o w s a n d m i r r o r s a n d s a m p l e t h i c k n e s s e s o f 2 0 J . I m p r o d u c e d t h e
b e s t s p e c t r a l i n f o r m a t i o n c o m p a r e d t o t h e s t a n d a r d 5 - t o 1 0 - J . I m - t h i c k s e c t i o n s
u s e d i n h i s t o p a t h o l o g y a n d I R s p e c t r o s c o p y . H o w e v e r , s e c t i o n s o n b o t h
m o u n t i n g s u b s t r a t e s w e r e n o t s t a i n e d f o r a r c h i v i n g a s C a F 2 w i n d o w i s
e x p e n s i v e a n d s a m p l e s h a d t o b e d i s c a r d e d a f t e r e a c h s p e c t r a l a n a l y s i s . T h e
r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e t r a n s f l e c t i v e I R s l i d e s w e r e u s e d i n t h e l a t e r p a r t o f t h i s
r e s e a r c h . H o w e v e r , n o s i g n a l s w e r e r e c o r d e d o n t i s s u e s e c t i o n s ( t h i c k n e s s o f
5 , 1 0 a n d 2 0 J . I m ) m o u n t e d o n t r a n s f l e c t i v e s l i d e s u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n
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i n t h i s r e s e a r c h b u t t h e s e s l i d e s w e r e r e p o r t e d t o p r o v i d e q u a l i t y s p e c t r a u n d e r
t h e s e c o n d i t i o n s [ 3 3 ] .
D i f f e r e n t i a t i o n o f b r e a s t l e s i o n s w a s b a s e d o n c h a n g e s i n t h e 1 8 0 0 -
8 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , w h i c h c o n t a i n s d i a g n o s t i c b a n d s s i m i l a r t o t h o s e
o b s e r v e d i n I R s p e c t r o s c o p y . T h e m a j o r s p e c t r a l d i f f e r e n c e s a s s o c i a t e d w i t h
t h e m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n u s i n g 1 0 6 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 9 ) w e r e a n
i n c r e a s e i n t h e b a n d i n t e n s i t i e s a t t r i b u t a b l e t o p r o t e i n ( 1 6 5 0 , 1 3 0 0 , 9 3 6 a n d
8 5 6 c m -
1
) , a n d D N A ( 1 0 8 0 c m -
1
) a n d t h e d e c r e a s e i n i n t e n s i t y o f t h e
p h e n y l a l a n i n e b a n d ( 1 0 0 4 c m -
1
) . S i m i l a r l y , t h e a m i d e I a n d I I I b a n d s i n t h e
m a l i g n a n t I D C c r y o s e c t i o n s h a d s t r o n g e r r e l a t i v e i n t e n s i t i e s c o m p a r e d t o t h o s e
o b s e r v e d i n b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e c r y o s e c t i o n s w h e n u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r
e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 1 0 ) . T h e a m i d e I b a n d s h i f t e d t o l o w e r w a v e n u m b e r i n t h e
s p e c t r a o f b o t h b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e s c r y o s e c t i o n s ( F i g u r e s 6 . 1 0 B a n d D )
a n d t h e l o w - l i p i d - m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n ( F i g u r e 6 . 1 0 C ) , w h i c h w a s i n d i c a t i v e o f
c h a n g e s i n p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e s f r o m a - h e l i x t o l 3 - s h e e t . H o w e v e r , d u e
t o t h e l i m i t e d a v a i l a b i l i t y o f t h e 8 3 0 - n m l a s e r d u r i n g t h i s r e s e a r c h , a c o m p a r a b l e
s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s n o t p e r f o r m e d .
R a m a n i m a g e s o f l 3 - c a r o t e n e w e r e c o l l e c t e d t o e s t a b l i s h t h e o p t i m a l
l a s e r d e f o c u s p e r c e n t a g e f o r s u b s e q u e n t t i s s u e a n a l y s i s . T h e i m a g e s s h o w e d
t h a t o p t i m a l c o n d i t i o n s w e r e a c h i e v e d w i t h t h e l a s e r b e a m b e i n g d e f o c u s e d
b e t w e e n 5 a n d 2 0 % . H o w e v e r , p h o t o - d e g r a d a t i o n w a s u n e x p e c t e d l y o b s e r v e d
i n t h e R a m a n i m a g e s o b t a i n e d w i t h 3 0 t o 5 0 % d e f o c u s s i n g . T h e l a s e r b e a m i s
e x p a n d e d w i t h l a r g e r l a s e r d e f o c u s p e r c e n t a g e s t o r e d u c e t h e l i k e l i h o o d o f
p h o t o - d e g r a d a t i o n a s t h e r e i s l e s s l a s e r p o w e r p e r u n i t a r e a o n t h e s a m p l e
c o m p a r e d t o 0 % d e f o c u s e d l a s e r b e a m .
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L o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u i s a r a r e b r e a s t c o n d i t i o n ( 2 s a m p l e s ) . I t i s
u s u a l l y o c c u l t i n t h e m a m m o g r a m a n d h a s b e e n r e p o r t e d t o b e f o u n d i n
a s s o c i a t i o n w i t h o t h e r i n v a s i v e c a r c i n o m a s [ 4 9 ] . W i t h s u c h l o w d e t e c t i o n r a t e s ,
t h e r e i s o n l y l i m i t e d r e s e a r c h o n t h i s p r e - i n v a s i v e c a r c i n o m a u s i n g s i n g l e - p o i n t
s p e c t r o s c o p y [ 1 1 ] . T h e r e f o r e , a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h i s c o n d i t i o n i s
i m p o r t a n t f o r h i s t o p a t h o l o g y a n d v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y . R a m a n i m a g i n g w a s
e m p l o y e d t o c h a r a c t e r i s e t h e p r e s e n c e o f t u m o u r c e l l s w i t h i n a l o b u l e o f a L C I S
c r y o s e c t i o n u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n w i t h 2 0 % d e f o c u s e d l a s e r b e a m
( l o b u l e d i m e n s i o n : - 1 2 8 x 1 2 8 / l m
2
, R a m a n i m a g e d i m e n s i o n : - 5 8 x 5 8 / l m
2
) .
T h e c e l l u l a r c o m p o n e n t s w e r e i m a g e d b a s e d o n a m i d e I b a n d , l i p i d c 3 ( C H
2
)
b a n d a n d t h e r i n g - b r e a t h i n g m o d e o f c a r o t e n o i d ( F i g u r e 6 . 1 2 ) . T h e n u c l e i h a d
t h e s t r o n g e s t i n t e n s i t y o f t h e s e c o m p o n e n t s w h i l e t h e c y t o p l a s m / i n t r a l o b u l a r
s t r o m a h a d r e l a t i v e l y l e s s i n t e n s i t y . A s a r e s u l t , R a m a n i m a g i n g c o u l d b e u s e d
t o i n v e s t i g a t e s m a l l l e s i o n s a t a c e l l u l a r l e v e l .
S i m i l a r l y , m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i s a n i m p o r t a n t m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e f o r
h i s t o p a t h o l o g y i n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e n a t u r e o f t h e b r e a s t l e s i o n . T h e r e a r e
t w o t y p e s o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n s f o u n d i n b r e a s t d i s e a s e s : c a l c i u m o x a l a t e
d i h y d r a t e a n d c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e . T h e l a t t e r i s u s u a l l y a s s o c i a t e d w i t h
m a l i g n a n c y [ 2 , 5 3 ] . A l t h o u g h R a m a n i m a g i n g h a d b e e n u s e d t o i d e n t i f y
c a l c i f i c a t i o n i n a t h e r o s c l e r o t i c p l a q u e a n d b r a i n t u m o u r , t h e r e w a s n o i m a g i n g
r e p o r t e d o n b r e a s t c a l c i f i c a t i o n [ 5 3 , 5 6 ] . A s u s p i c i o u s m i c r o - c a l c i f i c a t i o n w a s
l o c a t e d w i t h i n t h e d u c t o f a n I D C b r e a s t c r y o s e c t i o n . T w o s i g n i f i c a n t b a n d s , a t
1 0 4 4 a n d 9 6 1 c m -
1
, a r e a s s i g n e d t o c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e [ 1 , 2 , 1 1 ] . T h e
R a m a n i m a g e s c o n s t r u c t e d u s i n g t h e s e t w o b a n d s d i s p l a y e d r e l a t i v e l y h i g h
i n t e n s i t i e s o f t h e s e d e p o s i t e d b i o m i n e r a l s i n t h e c e n t r e o f t h e a r e a o f m i c r o -
C h a p t e r 0 6 - O p t i m i s a t i o n & C h a r a c t e r i s a t i o n o f B r e a s t T i s s u e s u s i n g R a m a n S p e c t r o s c o p y 2 5 1
c a l c i f i c a t i o n . T h e r e s u l t d e m o n s t r a t e d t h a t R a m a n i m a g i n g c o u l d b e u s e d t o
i d e n t i f y t h e f o r m a t i o n o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n a n d p r o p e r m e d i c a l t r e a t m e n t c o u l d
b e s o u g h t .
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2 5 6
7 . 1 C O N C L U S I O N S
B r e a s t c a n c e r a f f e c t s o n e i n e l e v e n w o m e n b y t h e a g e o f 7 5 i n A u s t r a l i a
[ 1 ] . T r i p l e a s s e s s m e n t , a c o m b i n a t i o n o f m e d i c a l e x a m i n a t i o n , X - r a y
m a m m o g r a p h y , a n d a f i n e - n e e d l e a s p i r a t e d b i o p s y , i s t h e c u r r e n t g o l d s t a n d a r d
f o r d i a g n o s i s [ 2 ] . H o w e v e r , X - r a y m a m m o g r a p h y i s n o t r e c o m m e n d e d f o r
w o m e n u n d e r t h e a g e o f 5 0 d u e t o t h e c o n s t a n t c h a n g e s o f t h e b r e a s t c o n t e n t
d u r i n g m e n s t r u a l c y c l e s . T h i s o f t e n r e s u l t s i n f a l s e p o s i t i v e s a n d n e g a t i v e s t h a t
m a y r e q u i r e t h e p a t i e n t t o u n d e r g o u n n e c e s s a r y f u r t h e r a n a l y s e s [ 2 ] .
T h e r e f o r e , a l t e r n a t i v e t e c h n i q u e s t h a t i m p r o v e t h e d i a g n o s t i c o u t c o m e s a r e
n e c e s s a r y . P r e v i o u s l y , 1 H M R S d i s t i n g u i s h e d b e n i g n l e s i o n s a n d m a l i g n a n t
l e s i o n s w i t h a s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f 9 5 a n d 9 6 p e r c e n t , r e s p e c t i v e l y [ 3 ] .
H o w e v e r , t h e M R S t e c h n i q u e i s d e s t r u c t i v e a n d s a m p l e s c a n n o t b e c l a s s i f i e d
b y h i s t o p a t h o l o g y a f t e r s p e c t r o s c o p i c a n a l y s i s [ 3 ] .
T h e a i m o f t h i s r e s e a r c h w a s t o d e v e l o p a c o m m o n m e t h o d o l o g y f o r
b r e a s t c a n c e r d i a g n o s i s t h a t w a s n o n - d e s t r u c t i v e a n d a l l o w e d s a m p l e s t o b e
a n a l y s e d i n p a r a l l e l u s i n g v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y a n d t h e g o l d s t a n d a r d o f
h i s t o p a t h o l o g y . O n e h u n d r e d b r e a s t l e s i o n s ( 4 3 b e n i g n , 7 i n - s i t u c a r c i n o m a s ,
4 7 m a l i g n a n t , a n d 3 h i s t o p a t h o l o g i c a l l y u n c l a s s i f i e d ) w e r e o b t a i n e d f r o m r o u t i n e
n e e d l e o r s u r g i c a l b i o p s i e s w i t h a p p r o p r i a t e e t h i c s a p p r o v a l s . I n o r d e r t o
c o n d u c t a p a r a l l e l s t u d y , t h e s e s a m p l e s w e r e p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e
s t a n d a r d h i s t o p a t h o l o g i c a l p r o c e d u r e s , a n d w e r e s u b s e q u e n t l y i n v e s t i g a t e d
u s i n g v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y o n t h e b a s i s o f : o p t i m i s a t i o n , c h a r a c t e r i s a t i o n
a n d d i f f e r e n t i a t i o n .
7 . 1 . 1 T I S S U E Q P T I M I S A T I O N F O R V I B R A T I O N A L S P E C T R O S C O P Y
I n o r d e r t o d e v e l o p a r o b u s t a n d r e l i a b l e p r o t o c o l f o r r o u t i n e c a n c e r
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d i a g n o s i s , i t w a s e s s e n t i a l t o e v a l u a t e t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l p r o t o c o l s w i t h
v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y . S p e c i f i c a r e a s o f i n t e r e s t i n c l u d e d : t i s s u e f i x a t i o n ,
p r o c e s s i n g , a n d s e c t i o n i n g , t o g e t h e r w i t h t h e s u b s t r a t e s f o r m o u n t i n g .
I n t h i s r e s e a r c h , b o t h f r e s h a n d f o r m a l i n - f i x e d p a r a f f i n - e m b e d d e d ( F F P E )
b i o p s i e s w e r e c o l l e c t e d f o r F T I R a n d R a m a n m i c r o s p e c t r o s c o p i c a n a l y s e s . T h e
F T I R s p e c t r a d e m o n s t r a t e d t h a t c r y o s e c t i o n e d f r e s h s a m p l e s y i e l d e d t h e b e s t
d i a g n o s t i c r e s u l t s c o m p a r e d t o t h o s e o b t a i n e d w h e n t h e s a m p l e s w e r e
p r e p a r e d a s F F P E s e c t i o n s . T h i s w a s o n t h e p r o v i s o t h a t t h e c r y o s e c t i o n s w e r e
a n a l y s e d w i t h i n a w e e k a f t e r s e c t i o n i n g , o t h e r w i s e t h e t i s s u e s w e r e d e g r a d e d
a s a r e s u l t o f a u t o l y s i s a n d p u t r e f a c t i o n [ 4 ] . O n t h e o t h e r h a n d , F F P E s e c t i o n s
w e r e f i x e d a l l o w i n g f o r l o n g - t e r m s t o r a g e a n d r e t r o s p e c t i v e a n a l y s i s c o u l d a l s o
b e u n d e r t a k e n [ 4 ] . N o s i g n i f i c a n t s p e c t r a l d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d b e t w e e n
t h e s p e c t r a c o l l e c t e d f r o m t h e s a m e F F P E s e c t i o n s t h r e e y e a r s a p a r t .
S a m p l e s w e r e m o u n t e d o n a v a r i e t y o f s u b s t r a t e s i n c l u d i n g , C a F
2
w i n d o w s , t r a n s f l e c t i v e s l i d e s a n d m e t a l - b a s e d m i r r o r s . T h e m o s t a p p r o p r i a t e
s u b s t r a t e f o r R a m a n s p e c t r o s c o p y w a s a C a F 2 w i n d o w , w h i c h i s a l s o t h e
p r e f e r r e d s u b s t r a t e f o r F T I R s p e c t r o s c o p y . H o w e v e r , t h e c o s t o f s u c h w i n d o w s
i s p r o h i b i t i v e a n d t h e t r a n s f l e c t i v e s l i d e s w e r e f o u n d t o b e t h e b e s t h i g h -
t h r o u g h p u t a l t e r n a t i v e .
A n a d d i t i o n a l p a r a m e t e r t h a t n e e d e d t o b e c o n s i d e r e d f o r R a m a n
s p e c t r o s c o p y w a s t h e s e l e c t i o n o f t h e m o s t a p p r o p r i a t e l a s e r e x c i t a t i o n
w a v e l e n g t h ( 5 1 4 , 6 4 7 , 7 5 2 , 8 3 0 o r 1 0 6 4 n m ) . T h e s t r o n g f l u o r e s c e n c e
b a c k g r o u n d g e n e r a t e d u s i n g 6 4 7 - a n d 7 5 2 - n m e x c i t a t i o n m a s k e d t h e R a m a n
f e a t u r e s o f b i o l o g i c a l c o m p o n e n t s . S u b s e q u e n t r e s e a r c h f o c u s s e d o n t h e u s e
o f 5 1 4 - , 8 3 0 - , a n d 1 0 6 4 - n m e x c i t a t i o n w a v e l e n g t h s , w h i c h p r o d u c e d d i f f e r e n t
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7 . 1 . 2 D I F F E R E N T I A T I O N O F B R E A S T L E S I O N S
S p e c t r o s c o p i c d i f f e r e n t i a t i o n o f b r e a s t l e s i o n s t h a t c a n n o t b e
d i s c r i m i n a t e d b y h i s t o p a t h o l o g y i s i m p o r t a n t f o r i m p r o v e d c a n c e r d i a g n o s i s .
P a t h o l o g i s t s d i a g n o s e m a l i g n a n c y b y e x a m i n i n g a s a m p l e u n d e r a l i g h t
m i c r o s c o p e t o l o o k f o r m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s t h a t h a v e o c c u r r e d s u c h a s c e l l
p r o l i f e r a t i o n a n d d u c t a l e n l a r g e m e n t . L o n g b e f o r e t h e s e c h a n g e s e v e n t u a t e ,
t h e c e l l s h a v e u n d e r g o n e n u m e r o u s b i o c h e m i c a l c h a n g e s i n e p i t h e l i a l
c o m p o n e n t s w i t h i n a n d a r o u n d t h e d u c t s o r l o b u l e s . T h e s e b i o c h e m i c a l
c h a n g e s o c c u r a t a m o l e c u l a r l e v e l a n d r e s u l t i n i n c r e a s e d i n t e n s i t i e s o r
c h a n g e s i n t h e I i n e s h a p e s o r p o s i t i o n s o f d i a g n o s t i c I R a n d R a m a n b a n d s
( p r o t e i n s , n u c l e i c a c i d s , a n d I i p i d s ) .
7 . 1 . 2 . 1 I N F R A R E D S P E C T R O S C O P Y
T h e p r e s e n t s t u d y d e m o n s t r a t e s t h a t b e n i g n , i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d
m a l i g n a n t l e s i o n s i n b r e a s t t u m o u r t i s s u e s e c t i o n s c a n b e d i f f e r e n t i a t e d b a s e d
o n t h e i r I R s p e c t r a . T h r e e d i s c r e t e s p e c t r a l r e g i o n s w e r e a n a l y s e d , o f w h i c h t h e
f i n g e r p r i n t r e g i o n ( 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
) p r o v i d e d t h e d i a g n o s t i c b a n d s t h a t w e r e
c o m m o n l y u s e d f o r t i s s u e d i f f e r e n t i a t i o n i n t h i s r e s e a r c h a n d t h a t p u b l i s h e d i n
t h e l i t e r a t u r e [ 2 - 2 8 ] . T h i s i s t h e f i r s t I R s p e c t r o s c o p i c s t u d y u n d e r t a k e n t h a t
s p e c i f i c a l l y f o c u s e s o n s p e c i f i c t y p e s o f l e s i o n s u s i n g F P A - F T I R i m a g i n g a n d
S R - F T I R m a p p i n g ( L e . , f i b r o c y s t i c c h a n g e , D C I S a n d I D C ) .
T h e v i s u a l e x a m i n a t i o n o f i n f r a r e d s p e c t r a f r o m b r e a s t l e s i o n s w a s
p r o v e d t o b e u n r e l i a b l e , d u e t o s i m i l a r i t i e s a m o n g s p e c t r a f r o m d i f f e r e n t t y p e s o f
l e s i o n s , a s s h o w n i n S e c t i o n 5 . 2 . C u r v e - f i t t i n g a n d s e c o n d - d e r i v a t i v e s w e r e
a p p l i e d t o t h e r a w I R d a t a t o r e s o l v e t h e b a n d s a t t r i b u t e d t o b i o m o l e c u l e s
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( p r o t e i n s , I i p i d s , a n d n u c l e i c a c i d s ) . P r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s a n d
h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s s u c c e s s f u l l y s e p a r a t e d s p e c t r a o b t a i n e d f r o m
m a l i g n a n t l e s i o n s a n d t h o s e o b t a i n e d f r o m b e n i g n l e s i o n s u s i n g s i n g l e - p o i n t
m i c r o s p e c t r o s c o p y o v e r t h e s p e c t r a l r e g i o n o f 1 7 0 0 - 1 0 0 0 c m -
1
. A P C A s c o r e s
p l o t c l e a r l y d i s t i n g u i s h e d t h e s p e c t r a o f f i b r o c y s t i c c h a n g e s f r o m t h e s p e c t r a o f
b e n i g n f i b r o a d e n o m a s a n d i n t r a d u c t p a p i l l o m a s . A l t h o u g h t h e s p e c t r a o f I D C
a n d I L C s e c t i o n s w e r e n o t c l e a r l y s e p a r a t e d u s i n g t h e r a w d a t a , a P C A s c o r e s
p l o t u s i n g s e c o n d - d e r i v a t i v e s p e c t r a d i s t i n g u i s h e d b o t h I D C a n d I L C l e s i o n s
f r o m e a c h o t h e r . T h e u s e o f P C A f o r c l a s s i f i c a t i o n o f b e n i g n a n d m a l i g n a n t s u b
g r o u p s h a s n o t b e e n r e p o r t e d p r e v i o u s l y . S i m i l a r l y , H C A w a s a b l e t o
d i f f e r e n t i a t e b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n s u s i n g t h e c o m b i n a t i o n o f
s p e c t r a l r e g i o n s . T w o b r e a s t l e s i o n s w i t h o u t p r i o r k n o w l e d g e t o t h e
h i s t o p a t h o l o g i c a l o u t c o m e s w e r e c l a s s i f i e d a s f i b r o c y s t i c c h a n g e s u s i n g H C A ,
w h i c h w e r e s u b s e q u e n t l y c o r r e l a t e d w i t h t h e h i s t o p a t h o l o g i c a l r e s u l t s . T h e I R
s p e c t r a o f t w o p r e - c l a s s i f i e d m a l i g n a n t I D C t i s s u e s e c t i o n s w e r e c l u s t e r e d u s i n g
H C A w i t h i n t h e D C I S ( D ) s u b - g r o u p . T h e s e t w o l e s i o n s w e r e s u b s e q u e n t l y
s t a i n e d a f t e r I R a n a l y s i s a n d h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s c o n f i r m e d t h a t t h e s e l e s i o n s
w e r e , i n f a c t , h i g h - g r a d e D C I S i n w h i c h c e l l p r o l i f e r a t i o n w a s i n t h e p r o c e s s o f
i n v a d i n g t h r o u g h t h e b a s e m e n t m e m b r a n e , a s e v i d e n t f r o m t h e a d j a c e n t H & E
s t a i n e d s e c t i o n . T h e H C A c l a s s i f i c a t i o n a n d s u b s e q u e n t h i s t o p a t h o l o g y
e x a m i n a t i o n o v e r r u l e d t h e o r i g i n a l c l a s s i f i c a t i o n o f b e i n g m a l i g n a n t I D C .
S p e c t r a l c l a s s i f i c a t i o n o f b e n i g n , i n - s i t u c a r c i n o m a s a n d m a l i g n a n t l e s i o n s u s i n g
P C A a n d H C A w e r e a c h i e v e d w i t h o v e r a l l s e n s i t i v i t i e s o f 1 0 0 / 1 0 0 ( P C A l H C A ) ,
1 0 0 1 7 8 a n d 9 2 / 9 1 % , a n d s p e c i f i c i t i e s o f 1 0 0 / 9 4 , 9 6 / 9 6 a n d 1 0 0 / 1 0 0 % ,
r e s p e c t i v e l y . T h e r e s u l t s w e r e c o m p a r a b l e w i t h p r e v i o u s r e s e a r c h u s i n g 1 H
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M R S , w h i c h d i s t i n g u i s h e d m a l i g n a n t t i s s u e s f r o m b e n i g n l e s i o n s w i t h s e n s i t i v i t y
a n d s p e c i f i c i t y o f 9 5 a n d 9 6 % , r e s p e c t i v e l y [ 3 ] .
7 . 1 . 2 . 2 R A M A N S P E C T R O S C O P Y
D i f f e r e n t i a t i o n o f b r e a s t l e s i o n s w i t h R a m a n s p e c t r o s c o p y w a s b a s e d o n
c h a n g e s i n t h e 1 8 0 0 - 8 0 0 c m -
1
s p e c t r a l r e g i o n , w h i c h c o n t a i n s d i a g n o s t i c b a n d s
s i m i l a r t o t h o s e o b s e r v e d i n I R s p e c t r o s c o p y . T h e m a j o r s p e c t r a l d i f f e r e n c e s
a s s o c i a t e d w i t h t h e m a l i g n a n t b r e a s t l e s i o n u s i n g 1 0 6 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n
( F i g u r e 6 . 9 ) w e r e a n i n c r e a s e i n t h e b a n d i n t e n s i t i e s a t t r i b u t a b l e t o p r o t e i n
( 1 6 5 0 , 1 3 0 0 , 9 3 6 a n d 8 5 6 c m - \ a n d D N A ( 1 0 8 0 c m -
1
) a n d t h e d e c r e a s e i n
i n t e n s i t y o f t h e p h e n y l a l a n i n e b a n d ( 1 0 0 4 c m -
1
) . S i m i l a r l y , t h e a m i d e I a n d I I I
b a n d s i n t h e s p e c t r a f r o m t h e m a l i g n a n t I D C c r y o s e c t i o n s h a d s t r o n g e r r e l a t i v e
i n t e n s i t i e s c o m p a r e d t o t h o s e o b s e r v e d i n b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e
c r y o s e c t i o n s w h e n u s i n g 5 1 4 - n m l a s e r e x c i t a t i o n ( F i g u r e 6 . 1 0 ) . T h e a m i d e I
b a n d s h i f t e d t o l o w e r w a v e n u m b e r i n t h e s p e c t r a o f b o t h b e n i g n f i b r o c y s t i c
c h a n g e s c r y o s e c t i o n s a n d t h e l o w - l i p i d - m a l i g n a n t c r y o s e c t i o n , w h i c h w a s
i n d i c a t i v e o f c h a n g e s i n p r o t e i n s e c o n d a r y s t r u c t u r e s f r o m a - h e l i x t o J 3 - s h e e t .
H o w e v e r , t h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f v a r i o u s b r e a s t d i s e a s e s w a s n o t
d e t e r m i n e d d u e t o t h e i n s u f f i c i e n t s a m p l e s e x a m i n e d u s i n g R a m a n
s p e c t r o s c o p y ,
7 . 1 . 3 C H A R A C T E R I S A T I O N O F B R E A S T L E S I O N S
C h a r a c t e r i s a t i o n o f s p e c i f i c b r e a s t d i s e a s e s , s u c h a s d u c t a l c a r c i n o m a
i n - s i t u ( D C I S ) a n d l o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u ( L C I S ) , a r e i m p o r t a n t t o m e d i c a l
d i a g n o s i s s i n c e b o t h c o n d i t i o n s a r e p r e - c u r s o r s o f i n v a s i v e b r e a s t c a n c e r [ 5 , 6 ] .
7 . 1 . 3 . 1 F P A - F T I R I M A G I N G
F o c a l - p l a n e a r r a y i n f r a r e d i m a g i n g i s a p o w e r f u l t e c h n i q u e , w h i c h w a s
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u s e d f o r c h a r a c t e r i s a t i o n o f t i s s u e s e c t i o n s . I n t h i s p r e s e n t s t u d y , n o n -
h i e r a r c h i c a l c l u s t e r a n a l y s i s ( k - m e a n s c l u s t e r i n g a n d f u z z y c - m e a n s c l u s t e r i n g )
a n d p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s w e r e a p p l i e d t o t h e i m a g i n g d a t a f r o m a
l e s i o n - f r e e b r e a s t d u c t , a l o w - g r a d e c r i b r i f o r m D C I S a n d a n i n v a s i v e d u c t a l
c a r c i n o m a . W h e n r e f e r e n c e d t o t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n s , t h e s e s t a t i s t i c a l
a n a l y s e s d i f f e r e n t i a t e d c e l l u l a r c o m p o n e n t s ( e . g . , t u m o u r c e l l s , a d i p o s e a n d
c o n n e c t i v e t i s s u e s ) b y g r o u p i n g s i m i l a r s p e c t r a t o g e t h e r , a n d a s s i g n i n g a
s p e c i f i c c o l o u r t o a c l u s t e r f o r e a c h t i s s u e c o m p o n e n t .
P r i o r t o c h o o s i n g t h e n u m b e r o f c l u s t e r s u s e d i n m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s , t h e t i s s u e c o m p o n e n t s h a d t o b e i d e n t i f i e d f r o m t h e a d j a c e n t H & E
s t a i n e d s e c t i o n t o g e t h e r w i t h t h e h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s . T h e u s e o f i n s u f f i c i e n t
o r a n e x c e s s n u m b e r o f c l u s t e r s w i l l n o t a c c o u n t f o r t h e t r u e s p e c t r a l v a r i a t i o n ,
a n d t h u s t h e i m a g e s c a n n o t b e c o m p a r e d r e l i a b l y w i t h h i s t o p a t h o l o g y r e s u l t s .
T h e p r e s e n t s t u d y d e m o n s t r a t e d t h a t f i v e c l u s t e r s w e r e s u f f i c i e n t t o d e l i n e a t e
t h e m a j o r t i s s u e c o m p o n e n t s w i t h i n t h e b r e a s t l e s i o n s ( n o r m a l a n d d i s e a s e d )
a n d t h e k - m e a n s c l u s t e r i n g t e c h n i q u e y i e l d e d t h e f a s t e s t c o m p u t a t i o n a l t i m e
a n d s i m p l e s t i n t e r p r e t a t i o n c o m p a r e d t o t h o s e o b t a i n e d u s i n g f u z z y c - m e a n s
c l u s t e r i n g a n d p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s .
7 . 1 . 3 . 2 S R - F T I R M A P P I N G
S y n c h r o t r o n - r a d i a t i o n - b a s e d F T I R s p e c t r o s c o p y i s a r e l a t i v e l y n e w
t e c h n i q u e , w h i c h c a n b e a p p l i e d f o r t i s s u e d i a g n o s i s . T h e r e i s l i m i t e d r e s e a r c h
o n b r e a s t t i s s u e c h a r a c t e r i s a t i o n w i t h t h i s t e c h n i q u e d u e t o a c c e s s i b i l i t y
p r o b l e m s a n d r e l a t i v e l y l o n g m a p p i n g t i m e s [ 7 , 8 ) . F o r e x a m p l e , a l o w - g r a d e
c r i b r i f o r m D C I S s e c t i o n ( 3 5 0 x 3 5 0 ! - 1 m 2 ) w a s m a p p e d a n d i m a g e d w i t h S R -
F T I R a n d F P A - F T I R m i c r o s p e c t r o s c o p y , r e s p e c t i v e l y . T h e c o l l e c t i o n t i m e
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r e q u i r e d f o r t h e s a m e a r e a u n d e r a n a l y s i s w a s t e n h o u r s u s i n g S R - F T I R
m i c r o s p e c t r o s c o p y d u e t o a l a c k o f a n a r r a y d e t e c t o r o n t h e b e a m l i n e u s e d
c o m p a r e d w i t h l e s s t h a n f i v e m i n u t e s u s i n g F P A - F T I R i m a g i n g .
I n t h e p r e s e n t s t u d y , a b e n i g n f i b r o c y s t i c c h a n g e , a D C I S a n d a n I D C
d e p a r a f f i n i s e d F F P E s e c t i o n w e r e m a p p e d . T h e r e s u l t i n g f u n c t i o n a l g r o u p
m a p s d i s p l a y e d t h e d i s t r i b u t i o n o f p r o t e i n s , l i p i d s a n d n u c l e i c a c i d s o n t h e
t i s s u e s e c t i o n s , a n d w e r e h i g h l y c o r r e l a t e d t o t h e a r e a s o f p a r t i c u l a r i n t e r e s t i n
e a c h l e s i o n ( L e . , t u m o u r c e l l s , d u c t s a n d l o b u l e s ) o f t h e H & E s t a i n e d s e c t i o n s .
7 . 1 . 3 . 3 R A M A N I M A G I N G
L o b u l a r c a r c i n o m a i n - s i t u i s a r a r e b r e a s t c o n d i t i o n ( 2 s a m p l e s ) . I t i s
u s u a l l y o c c u l t i n t h e m a m m o g r a m a n d h a s b e e n r e p o r t e d t o b e f o u n d i n
a s s o c i a t i o n w i t h o t h e r i n v a s i v e c a r c i n o m a s [ 6 ] . W i t h s u c h l o w d e t e c t i o n r a t e s ,
t h e r e i s o n l y l i m i t e d r e s e a r c h o n t h i s p r e - i n v a s i v e c a r c i n o m a u s i n g s i n g l e - p o i n t
s p e c t r o s c o p y [ 9 ] . T h e r e f o r e , b e t t e r m o r p h o l o g i c a l a n d s p e c t r o s c o p i c
k n o w l e d g e o f L C I S i s b e n e f i c i a l f o r d i a g n o s t i c s b a s e d o n b o t h h i s t o p a t h o l o g y
a n d v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y . R a m a n i m a g i n g w a s e m p l o y e d t o c h a r a c t e r i s e
t h e p r e s e n c e o f t u m o u r c e l l s w i t h i n a l o b u l e o f a L C I S c r y o s e c t i o n u s i n g 5 1 4 - n m
l a s e r e x c i t a t i o n w i t h 2 0 % d e f o c u s e d l a s e r b e a m ( l o b u l e d i m e n s i o n :
- 1 2 8 x 1 2 8 1 1 m 2 , R a m a n i m a g e d i m e n s i o n : - 5 8 x 5 8 1 1 m 2 ) . T h e c e l l u l a r
c o m p o n e n t s w e r e i m a g e d b a s e d o n t h e a m i d e I b a n d , l i p i d O ( C H 2 ) b a n d a n d t h e
b a n d d u e t o t h e r i n g - b r e a t h i n g m o d e o f c a r o t e n o i d s ( F i g u r e 6 . 1 2 ) . C e l l n u c l e i
g a v e t h e s t r o n g e s t R a m a n b a n d i n t e n s i t i e s f o r t h e s e c o m p o n e n t s w h i l e t h e
c y t o p l a s m / i n t r a l o b u l a r s t r o m a r e s u l t e d i n a l o w e r r e l a t i v e i n t e n s i t y o f t h e s e
b a n d s . A s a r e s u l t , R a m a n i m a g i n g c o u l d b e u s e d t o i n v e s t i g a t e s m a l l l e s i o n s
a t a c e l l u l a r l e v e l .
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T h e p r e s e n c e o f a m i c r o - c a l c i f i c a t i o n i s a n o t h e r i n d i c a t o r o f a l e s i o n
b e i n g c a n c e r o u s , a n d i t i s a l s o o c c u l t o n a m a m m o g r a m [ 1 0 , 1 1 ] . A T y p e 1 1
m i c r o - c a l c i f i c a t i o n ( c a l c i u m h y d r o x y a p a t i t e ) w a s i d e n t i f i e d i n t h e R a m a n
s p e c t r u m f r o m a n I D C l e s i o n , w h i c h w a s c o n s i s t e n t w i t h r e p o r t s i n t h e l i t e r a t u r e
o f i t s a s s o c i a t i o n w i t h I D C [ 9 ] . R a m a n i m a g e s b a s e d o n t h e b a n d s d u e t o t h e
v ( P O / - ) m o d e s , a t 1 0 4 4 a n d 9 6 1 c m - \ i l l u s t r a t e d t h a t t h e c a l c i f i c a t i o n w a s
d e n s e r i n t h e c e n t r e o f t h e l e s i o n a n d g r a d u a l l y d e c r e a s e d i n c o n c e n t r a t i o n
t o w a r d s t h e o u t e r r e g i o n . I t i s p r o p o s e d t h a t i m a g i n g c o u l d b e u s e d t o e s t a b l i s h
t h e s e e d i n g p r o c e s s a n d p r o g r e s s o f m i c r o - c a l c i f i c a t i o n .
7 . 2 F U R T H E R E X P E R I M E N T S
7 . 2 . 1 C O M B I N E D P A T H O L O G Y , M R S A N D V I B R A T I O N A L S P E C T R O S C O P Y
O n e o f t h e c h a l l e n g e s i n t h i s s t u d y w a s t o i m p r o v e t h e w o r k f l o w o f a l l
e x p e r i m e n t a l w o r k i n p a t h o l o g y , M R S a n d v i b r a t i o n a l s p e c t r o s c o p y , L e . , t o
d e c r e a s e t h e d i a g n o s t i c t i m e , t o i m p r o v e i t s r e l i a b i l i t y , a n d / o r t o r e d u c e
u l t i m a t e l y t h e w a i t i n g t i m e f o r t h e p a t i e n t s . T h e c u r r e n t s t r a t e g y i s t i m e -
c o n s u m i n g a n d r e v o l v e s a r o u n d a c o m p l i c a t e d n e t w o r k o f e x p e r i m e n t s ( F i g u r e
7 . 1 ) . T h e r e f o r e , a t i g h t e r i n t e g r a t i o n a n d t a r g e t e d e x p e r i m e n t a l w o r k f l o w i s
s o u g h t t o r e d u c e t h e e x p e r i m e n t a l t i m e f o r a c c e p t a n c e o f u s i n g v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p y i n m e d i c a l d i a g n o s i s .
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Figure 7.1. Multi-disciplinary strategy for incorporating MRS, and IR and Raman spectroscopies into routine breast cancer diagnosis.
Optional
,
,
-'
•
•,
,
ptjonal
•,
,
pt!onal
"
()
::r
Ql
'0
co
~
o
....
I
()
o
::>
n
-c
VI
o
::>
VI
III
::>
a.
."
c
;J.
::r
'"
~
m
)(
'0
'"
~
~
::>
-VI
",
~
C h a p t e r 0 7 - C o n c l u s i o n s a n d F u r t h e r E x p e r i m e n t s
7 . 2 . 2 P O T E N T I A L R O U T I N E D I A G N O S I S : C O M B I N E D F T I R I M A G I N G A N D
M U L T I V A R I A T E S T A T I S T I C A L A N A L Y S I S
2 6 5
T h e p o t e n t i a l o f c o m b i n e d F P A - F T I R i m a g i n g a n d m u l t i v a r i a t e s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s , i n p a r t i c u l a r k - m e a n s c l u s t e r i n g a n a l y s i s , b e c o m i n g a r o u t i n e
p r o c e d u r e a n d l e s s s u b j e c t i v e t e c h n i q u e t h a n h i s t o p a t h o l o g y i s c l e a r . A
s i g n i f i c a n t l y e x t e n d e d d a t a b a s e o f s p e c t r a o f h i s t o p a t h o l o g i c a l l y w e l l - d e f i n e d
t i s s u e s i s n e e d e d i n o r d e r t o e v a l u a t e f u l l y t h e d i a g n o s t i c p o w e r o f t h e I R
a p p r o a c h f o r r o u t i n e h i s t o p a t h o l o g i c a l a s s e s s m e n t s .
7 . 2 . 3 R A M A N S P E C T R O S C O P Y
T h e a p p l i c a t i o n o f R a m a n s p e c t r o s c o p i c t e c h n i q u e s f o r c a n c e r
d i a g n o s e s r e q u i r e s f u r t h e r r e f i n e m e n t i n o r d e r t o u n d e r s t a n d f u l l y t h e
d i s t i n g u i s h i n g f e a t u r e s o f t h e d i f f e r e n t t y p e s o f l e s i o n s . W i t h t h e i n t r o d u c t i o n o f
a n e w R e n i s h a w R a m a n m i c r o s c o p e a n d c h o i c e s o f n e a r - i n f r a r e d ( 7 8 5 a n d
8 3 0 - n m ) l a s e r e x c i t a t i o n s i n t h e V i b r a t i o n a l S p e c t r o s c o p y F a c i l i t y , T h e
U n i v e r s i t y o f S y d n e y , r a p i d l i n e f o c u s m a p p i n g c a n b e p e r f o r m e d t o s t u d y l a r g e r
d i a g n o s t i c a r e a s s i m i l a r t o t h o s e u s e d i n F P A - F T I R i m a g i n g f o r v a r i o u s
c a n c e r o u s s t a g e s . M a p p i n g u s i n g t h i s s y s t e m w i l l a l s o i m p r o v e t h e c o l l e c t i o n
t i m e a n d i n c r e a s e t h e s p e c t r a l i n f o r m a t i o n o v e r t h o s e o b t a i n e d u s i n g t h e
p r e v i o u s R a m a n s p e c t r o s c o p i c i m a g i n g s y s t e m u s e d i n t h e c u r r e n t r e s e a r c h . I n
a d d i t i o n , w h e n i t i s c o u p l e d t o a s c a n n i n g - e l e c t r o n m i c r o s c o p e ( S E M ) f o r
c o r r e l a t i n g w i t h m o r p h o l o g y , h i g h e r s p a t i a l r e s o l u t i o n R a m a n s p e c t r a l
i n f o r m a t i o n c a n b e o b t a i n e d t o s t u d y s u b - c e l l u l a r l e v e l o f t h e t i s s u e s .
7 . 2 . 4 D E V E L O P M E N T O F A S T A N D A R D S T A T I S T I C A L A N A L Y S I S A N D
D A T A B A S E F O R B R E A S T C A N C E R A N D O T H E R C A N C E R S
I n a l l s t u d i e s t o d a t e , b i o s p e c t r o s c o p i s t s h a v e c o m b i n e d v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p i c d a t a w i t h c h e m o m e t r i c s ( e . g . , P C A , H C A , K M C , a n d F C M ) f o r
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t i s s u e c h a r a c t e r i s a t i o n a n d d i s c r i m i n a t i o n . T h e s e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s
d i s t i n g u i s h s u b t l e s p e c t r a l v a r i a t i o n s b e t w e e n c e l l u l a r c o m p o n e n t s a n d g r o u p
s i m i l a r s p e c t r a w i t h t h e s a m e t i s s u e c o m p o n e n t ( e . g . , e p i t h e l i a l c e l l s ) b y
a s s i g n i n g a s p e c i f i c c o l o u r p i x e l o n t h e r e s u l t i n g c l u s t e r m a p . H o w e v e r , t h e s e
s t a t i s t i c a l t e c h n i q u e s a r e u s u a l l y d i f f i c u l t t o c a r r y o u t a n d i n t e r p r e t , e s p e c i a l l y i f
i n a p p r o p r i a t e c l u s t e r s w e r e c h o s e n t o d e s c r i b e t h e i m a g e .
A t h r e e - s t a g e s t a t i s t i c a l c l a s s i f i c a t i o n s t r a t e g y w a s d e s i g n e d s p e c i f i c a l l y
f o r a n a l y s i s o f M R S a n d I R s p e c t r a o f b i o l o g i c a l s a m p l e s ( f l u i d s a n d t i s s u e s ) a t
t h e I n s t i t u t e f o r B i o d i a g n o s t i c s , N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l C a n a d a [ 3 , 1 2 , 1 3 ] .
T h e s t r a t e g y h a s d e v e l o p e d h i g h l y a c c u r a t e a n d r e l i a b l e c l a s s i f i e r s f o r a v a r i e t y
o f c l i n i c a l M R S r e s e a r c h b y t h e I M R R g r o u p [ 3 ] . T h e S C S s c h e m a t i c w o r k f l o w
i s s u m m a r i s e d i n F i g u r e 7 . 2 a n d t h e d e t a i l s o f e a c h s t a g e h a v e b e e n p u b l i s h e d
b y M o u n t f o r d , e t a l . [ 3 ] . W i t h t h e a d v a n t a g e o f p r o v i d i n g h i g h l y a c c u r a t e a n d
r e l i a b l e c l a s s i f i e r s , t h e S C S c a n b e c o m e a s t a n d a r d c l a s s i f i c a t i o n f o r i n t e r -
d i s c i p l i n e d i a g n o s t i c s a m o n g h i s t o p a t h o l o g y , M R S a n d v i b r a t i o n a l
s p e c t r o s c o p y .
I n c o n c l u s i o n , i n f r a r e d o r R a m a n m i c r o s p e c t r o s c o p y u s i n g t h e
s p e c i a l i s e d t e c h n i q u e s o f m a p p i n g a n d i m a g i n g t o g e t h e r w i t h S C S c o u l d
d e m o n s t r a t e t h e p o t e n t i a l c a p a b i l i t i e s o f t h e n o n - s u b j e c t i v e d i a g n o s t i c
o u t c o m e s t o m e d i c a l p r a c t i t i o n e r s . N o t w i t h s t a n d i n g , t h e s t r a t e g y s t i l l r e q u i r e s
r e f i n e m e n t , e s p e c i a l l y i n t h e a r e a o f F P A - F T I R i m a g i n g , S R - F T I R m a p p i n g a n d
n e a r - i n f r a r e d R a m a n m i c r o s p e c t r o s c o p y . T h e r e f o r e , a s t r o n g c o l l a b o r a t i o n ,
a m o n g m e d i c a l e x p e r t s ( s u r g e o n s a n d p a t h o l o g i s t s ) a n d s p e c t r o s c o p i s t s ( M R S ,
I R a n d R a m a n ) , i s e s s e n t i a l t o d e v e l o p m e t h o d o l o g i e s f o r r o u t i n e d i a g n o s i s w i t h
h i g h s e n s i t i v i t y a n d s e l e c t i v i t y .
Stage 1: Feature selection
Data pre-processing Use GA_ORS (with linear discrimination
Data Sets
1. Area equalization aanlayis (LOA) + leave-one-out (LOO) cross-
~ 2. Peak alignment validation) to determine spectral features that
A: n >50 3. Transformations maximally discriminate A and B. Each
B: n >50 (derivatives, rank- feature is the spectral average of a subregion
ordering) found (5-10 subregions determined)
Stage 2: Classifier
Stage 3: Classifier aggregation
development ..
.
Randomly select half of A
p and B as 'training set'
~
Aggregate class Develop several
Kappa-weighted Develop Classifier (LOA)
probabilities of all (2-4) different
average of B sets Repeat
classifiers to form classifiers (based v
of LOA coefficients B=500-
meta-classifier .... on differently pre- .&:
.-/ produces final .... 1000 ~
processed spectra) classifier times Test classifier on other half
of A and B ('test set')
~
.
Recombine two halves of A
p and B
Figure 7.2. Schematic diagram of statistical cluster strategy currently used by Mountford et al. (3) for magnetic resonance research.
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[ 1 ] C . S t e v e n s o n , B r e a s t s c r e e n A u s t r a l i a M o n i t o r i n g R e p o r t 2 0 0 1 - 2 0 0 2 .
A u s t r a l i a n I n s t i t u t e f o r H e a l t h a n d W e l f a r e , C a n b e r r a , 2 0 0 5 .
[ 2 ] G . M c K e e , C y t o p a t h o l o g y o f t h e B r e a s t . 1 s t e d . , O x f o r d U n i v e r s i t y P r e s s ,
B o s t o n , 2 0 0 2 .
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[ 3 ] C . L e a n , R . S o m o r j a i , I . S m i t h , P . R u s s e l l , C . M o u n t f o r d , A n n . R e v . N M R . S .
4 8 ( 2 0 0 2 ) 7 1 - 1 1 1 .
[ 4 ] J . R a d f o r d , H i s t o p a t h o l o g y T e c h n i q u e s . 7 t h e d . , T h e U n i v e r s i t y o f S y d n e y ,
S y d n e y , 2 0 0 2 .
[ 5 ] H . B u r s t e i n , K . P o l y a k , J . W o n g , S . L e s t e r , C . K a e l i n , N . E n g l . J . M e d . 3 5 0
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